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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
  
% w/v Masno - volumski delež (angl. % weight per volume) 
DEMI   Demineralizirana voda 
G-C Gvanin - citozin 
HGU Rastna enota hif pri filamentoznih organizmih (angl. hyphal growth unit) 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance liquid  
chromatography) 
n Število vzorcev 
PCD  Programirana celična smrt (angl. programed cell death) 
PON   Ura po nacepitvi bakterij v gojišče (angl. TAI, time after inoculation) 
p-vrednost Statistična značilnost/pomembnost 
SD Standardni odklon 
SEM Standardna napaka  
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SLOVARČEK 
 
»Off-line« meritve  Odvzamemo reprezentativni vzorec bioprocesne brozge in ga 
analiziramo z različnimi metodami. 
»On-line« meritve  Vzorčenje in prenos vzorca do senzorja potekata avtomatsko 
in se izvedeta kontinuirno oziroma v določenih časovnih 
presledkih. 
»Scale-up«  Prenos bioprocesa v večje merilo. 
3R,5R stereokemija  Konfiguracija R označuje razporeditev skupin okrog kiralnega 
centra molekule v smeri poteka urinega kazalca. 
3S,5S stereokemija  Konfiguracija S označuje razporeditev skupin okrog kiralnega 
centra molekule v nasprotni smeri od poteka urinega kazalca. 
Algoritem    Zaporedje korakov, ki jih mora izvesti računalnik, da rešimo
  določen problem. 
Bitna slika  Slika sestavljena iz posameznih slikovnih točk, ki so urejene v 
matriko. Bit določa število barv s katerimi lahko opišemo 
določeno slikovno točko.  
Diferencialno barvanje  Barvanje, ki nam omogoča razlikovanje med različnimi 
mikroorganizmi ali strukturami. 
Filter »High-Gaussian«  Visokoprepustni filter, ki poudari podrobnosti in izostri sliko 
in pri tem upošteva Gaussovo porazdelitev. 
Filter »Sharpen«  Filter, ki omogoča ostrenje slike, tako da povečuje razlike med 
barvami oziroma intenzitetami sosednjih točk. 
Gramnegativne bakterije  Bakterije, ki se pri diferencialnem barvanju po Gramu 
obarvajo rožnato do rdeče. 
Grampozitivne bakterije  Bakterije, ki se pri diferencialnem barvanju po Gramu 
obarvajo modro do vijolično. 
Makro Niz računalniških ukazov zapisanih v programskem jeziku. 
Mejna vrednost  Slikovni elementi z nižjo vrednostjo od mejne vrednosti 
(pragu) bodo odstranjeni, tisti z višjo vrednostjo gredo naprej 
v obravnavo (angl. Threshold level). 
Monokromatska kamera  Kamera, ki omogoča zajemanje črno-bele slike. 
Nukleoid  Celično jedro pri prokariontih. 
Piksel  Piksel ali slikovna točka je najmanjša grafična enota zaslona, 
ki ima svojo barvo in svetlost. 
XIV 
Slakan A. Optimizacija … mikroskopsko kvantifikacijo morfoloških značilnosti … Streptomyces.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Poter     Steklena epruveta z batom za homogenizacijo vzorcev. 
Prostorska kalibracija  Slikovnim točkam pripišemo fizikalno dimenzijo. 
Septa Prečna stena, ki se občasno pojavlja znotraj hif.  
Skeletonizacija  Odstranitev pikslov oziroma slikovnih točk med digitalno 
obdelavo slike, dokler ne ostane samo skelet (ogrodje) v širini 
enega piksla.  
Sonikacija  Razbijanje bakterij, agregatov molekul, membran ipd. z 
ultrazvokom. 
Submerzno gojenje Gojenje v tekočih gojiščih.      
Tif zapis  Je datotečni format za zapis bitnih slik, ki omogoča 
shranjevanje izredno kvalitetnih datotek. Različni podatki o 
sliki se zapisujejo v označena polja, vsako polje tako vsebuje 
podatek o bitni sliki ali kazalnik, ki kaže na druga polja (angl. 
Tagged Image File Format). 
Titer     Koncentracija snovi, ki jo določamo. 
Viskoznost Lastnost tekočine s katero označujemo njen odpor proti 
gibanju, zaradi delovanja določene zunanje sile. 
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1 UVOD 
 
Bakterije rodu Streptomyces odlikuje izredno bogat in raznolik sekundarni metabolizem. Na 
področju biotehnologije tako predstavljajo dragocen vir pomembnih bioaktivnih učinkovin 
(Hopwood, 2007). Spremljanje morfoloških značilnosti filamentoznih mikroorganizmov 
med bioprocesom je izrednega pomena, saj je morfologija tesno povezana s sintezo 
sekundarnih metabolitov (Manteca in sod., 2008).  
1.1 NAMEN DELA 
 
Streptomicete gojene v tekočih gojiščih se na prvi pogled pod mikroskopom zelo malo 
morfološko razlikujejo. Glavne razlike poleg načina rasti v tekočem gojišču (peleti, 
micelijski skupki ali prepleti) so dolžina in debelina hif ter različna stopnja razvejanosti. 
Med različnimi vrstami streptomicet so razlike bolj opazne, medtem ko so znotraj vrste te 
razlike manjše. Za kvantifikacijo morfoloških parametrov je potrebno razviti in optimizirati 
protokol za pripravo mikroskopskih preparatov iz zelo kompleksnih brozg bioprocesov, brez 
da bi med postopkom vplivali na morfologijo bakterij. V naslednji fazi je potrebno razviti 
postopek za avtomatsko analizo velikega števila mikroskopskih slik do te mere, da bo 
metoda uporabna za rutinsko spremljanje morfoloških parametrov med raziskavami.  
Digitalna doba je doprinesla k razvoju v znanosti s sistemi, ki omogočajo digitalno analizo 
slik. Takšni sistemi so omogočili hitro in natančno kvantifikacijo mikroskopskih 
parametrov, kljub temu so popolnoma avtomatizirani sistemi še vedno redki in potrebujejo 
nadaljnji razvoj (Barry in Williams, 2011). 
Po optimizaciji metode bomo ovrednotili razlike v rasti in morfologiji bakterij gojenih na 
različnih skalah (laboratorijsko merilo, pilotni bioreaktorji in bioreaktorji v proizvodnji) ter 
jih poskusili povezati s stopnjo produkcije učinkovine. Bioprocesi na različnih velikostnih 
skalah so med seboj namreč slabo primerljivi. Kljub sodobni tehnologiji še vedno ostaja 
izjemno težka naloga določiti povezave med procesnimi spremenljivkami, morfologijo v 
bioprocesu in proizvodnjo metabolitov (Papagianni, 2014). Z ovrednotenjem teh razlik si 
obetamo boljše razumevanje razlik v rasti in lažjo ekstrapolacijo rezultatov med skalami ter 
prenos bioprocesov na večjo skalo (»scale-up«). 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 način priprave mikroskopskih preparatov in način analize morfoloških parametrov 
lahko bistveno vplivata na rezultate 
 rast in morfologija streptomicet je na različnih skalah bioprocesa različna 
 sinteza učinkovine je povezana z morfologijo streptomicet  
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 AKTINOMICETE 
 
Aktinomicete, ki spadajo v razred Actinobacteria in red Actinomycetales, so velika skupina 
filamentoznih, aerobnih ter po Gramu pozitivnih bakterij. V naravi se večinoma nahajajo kot 
prostoživeči saprofiti v zemlji in tvorijo razvejan micelij ter eksospore (Madigan in sod., 
2014). Ravno zaradi njihove značilne filamentozne rasti, so jih sprva zmotno uvrstili k 
nitastim glivam (Hopwood, 2007). Med mikroorganizmi v skupini aktinomicet najdemo za 
človeka izjemno nevarne patogene in vse do izjemno pomembnih proizvajalcev zdravilnih 
učinkovin (Nett in sod., 2009). 
2.1.1 Streptomicete 
 
Z več kot devetsto opisanimi vrstami predstavljajo bakterije iz rodu Streptomyces 
najobsežnejši rod aktinomicet (Nett in sod., 2009). Odkrivanje biosinteznega potenciala 
streptomicet se je pričelo v štiridesetih letih prejšnega stoletja z odkritjem antibiotika 
streptomicina, ki so ga uporabili za zdravljenje tuberkuloze. V obdobju od leta 1940 do leta 
1960, ki ga imenujemo tudi zlata doba antibiotikov, so bile vir večine protimikrobnih 
učinkovin ravno streptomicete (Hopwood, 2007). Tudi danes so proizvajalke največjega 
števila kompleksnih in biološko aktivnih sekundarnih metabolitov (Berdy, 2005). 
Proizvajajo kar 70 % do 80 % vseh znanih sekundarnih metabolitov (Challins in Hopwood, 
2003). Gre za pomembne proizvajalke vsestransko uporabnih antibiotikov in drugih 
protirakavih, protiparazitskih, protiglivnih ter imunosupresivnih učinkovin (Nett in sod., 
2009). 
Streptomicete vsebujejo 8 do 10 Mb velik linearni kromosom, z visoko vsebnostjo G-C 
baznih parov. V genomu streptomicet se navadno nahaja več kot dvajset genskih gruč z geni 
sekundarnega metabolizma, ki kodirajo encime za proizvodnjo pomembnih in kemijsko 
izredno raznolikih spojin – sekundarnih metabolitov, kot so poliketidi, laktami, 
neribosomski peptidi in terpenoidi (Nett in sod., 2009). Streptomicete so tudi poznane kot 
bogat vir encimov za uporabo v medicini, živilski in tekstilni industriji ter v analitiki. 
Odlikuje jih velik sekretorni potencial in so primerne za heterologno izražanje 
rekombinantnih proteinov z visokimi končnimi izkoristki (Anne in sod., 2012). 
Kljub številnim študijam izvedenim na streptomicetah, še vedno ostajajo izredno zanimiv 
vir novih bioaktivnih molekul za uporabo v medicini in drugje. Danes vemo, da je bil z 
uporabo konvencionalnih izolacijskih tehnik njihov biosintezni potencial podcenjen. 
Poznavanje novih tehnik, uporaba molekularnih orodij in razvoj podatkovnih baz omogočajo 
raziskavo korelacij med komponentami primarnega in sekundarnega metabolizma na 
genomski ravni in iskanje novih potencialnih tarč (Nett in sod., 2009). 
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2.1.1.1 Streptomyces clavuligerus 
 
Streptomyces clavuligerus je industrijsko pomembna bakterija, ki je znana predvsem kot 
proizvajalka klavulanske kisline. Slednja je bila prvič opisana v letu 1976 kot potencialno 
močan inhibitor beta laktamaz (Brown in sod., 1976). 
Klavulanska kislina kaže šibko antibiotično aktivnost proti raznolikim po Gramu pozitivnim 
in negativnim bakterijam, po drugi strani deluje kot odličen inhibitor encimov beta laktamaz 
(Demain in Elander, 1999). Uporablja se v kombinaciji z različnimi široko spektralnimi 
antibiotiki, običajno s penicilinsko skupino antibiotikov, ki so občutljivi na delovanje 
bakterijskih beta laktamaz (Saudagar in sod., 2008). Beta laktamaze predstavljajo ključni 
mehanizem bakterijske obrambe pred beta laktamskimi antibiotiki. Delujejo tako, da 
hidrolizirajo amidno vez v beta laktamskem obroču antibiotika (Wilke in sod., 2005).  
Klavulanska kislina po strukturi posnema penicilin. Sestavljena je iz petčlenskega, beta 
laktamskega obroča, kjer je žveplo zamenjano s kisikom (slika 1). Manjka tudi stranska acil 
amino veriga značilna za penicilin na atomu C-6 (Reading in Cole, 1977). Od ostalih 
klavamskih metabolitov s 3S,5S stereokemijo se razlikuje z značilno 3R,5R stereokemijo 
(Saudagar in sod., 2008). 
Značilna stereokemija in podobnost kemijske strukture klavulanske kisline z beta 
laktamskimi antibiotiki sta dve ključni lastnosti, ki klavulanski kislini omogočata inhibitorno 
delovanje. Ireverzibilno se veže na serinsko hidroksilno skupino v aktivnem centru beta 
laktamaz in tako tvori stabilen aciliran intermediat, kar rezultira v inaktivaciji encima 
(Saudagar in sod., 2008).  
 
Slika 1: Kemijska struktura klavulanske kisline (cit. po PubChem, 2016). 
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Streptomyces clavuligerus proizvaja tudi penicilin N, cefamicin C in druge betalaktamske 
metabolite (Elson in Oliver, 1978), vendar se komercialno izkorišča predvsem v namene 
proizvodnje klavulanske kisline. 
2.1.2 Rast in morfologija streptomicet 
 
2.1.2.1 Rast na trdnih gojiščih 
 
Streptomicete se vidno razlikujejo od ostalih bakterij v njihovi značilni rasti in razvojnem 
ciklu. Kot takšne bolj spominjajo na nitaste glive. Za streptomicete je značilna apikalna rast 
(slika 2). Hife rastejo s podaljševanjem konic filamentov, tvorijo številna razvejišča in tako 
oblikujejo razvejan micelij (Flärdh, 2003a).  
 
Slika 2: Prikazana je apikalna rast hife z vmesnimi septami in razvejiščem (cit. po Flärdh, 2003a). 
 
Podobno kot poteka regeneracija rastline iz dela stebla, se lahko nova kolonija streptomicet 
razvije iz posameznega fragmenta micelija. Kljub temu so za nastanek naslednje generacije 
ključne spore. Klasični model razvojnega cikla streptomicet (slika 3) predvideva, da spore 
ob primernih pogojih vzklijejo in se razvijejo v mlado vegetativno hifo. Le-ta raste, se 
podaljšuje in tvori številna razvejišča (Hopwood, 2007). Streptomicete so redek primer 
večceličnih prokariontov. Znotraj hif se pojavljajo občasne vmesne prečne stene (septe) 
(Madigan in sod., 2014). Eksponentna rast, kot rezultat dobre preskrbljenosti s hranili, vodi 
v nastanek razvejanega substratnega oziroma vegetativnega micelija. Ob pomanjkanju hranil 
ali prisotnosti drugih stresnih signalov iz okolja, se na substratnem miceliju razvije 
reproduktivni zračni micelij. Zračne hife, ki so obdane s hidrofobnim ovojem, se podaljšajo 
ter zrastejo v zrak. Ob številnih celičnih delitvah se zračni micelij preoblikuje v verige spor, 
ki lahko začnejo naslednji razvojni krog (Hopwood, 2007). Spore so pogosto obarvane in 
imajo značilno površino, tako da je detekcija kolonij Streptomyces na ploščah agarja precej 
enostavna (Madigan in sod., 2014).  
Sinteza antibiotikov in drugih sekundarnih metabolitov, naj bi bila vezana na prehodno fazo 
med substratnim in zračnim micelijem. Rast substratnega micelija se upočasni, prihaja do 
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njegove razgradnje, ob tem se na račun sproščenih celičnih hranil razvije zračni micelij 
(Hopwood, 2007).  
 
Slika 3: Klasični razvojni model streptomicet na trdnih gojiščih se prične s kalitvijo spore, ki se razvije v 
vegetativno hifo. Te se podaljšujejo, tvorijo številna razvejišča in vodijo v nastanek razvejanega vegetativnega 
oziroma substratnega micelija. Ob stresnih signalih se na substratnem miceliju razvije zračni micelij, ki je 
povezan s tvorbo sekundarnih metabolitov. Hife zračnega micelija se sprva podaljšajo v zrak in nato 
preoblikujejo v verige novih spor (cit. po Seipke in sod., 2012). 
 
Zgoraj opisani dolgo sprejeti model razvojnega cikla bakterij iz rodu Streptomyces na trdnih 
gojiščih (slika 3), temelji na predpostavki, da prihaja do procesov celične smrti in 
diferenciacije le ob prehodu vegetativnega (substratnega) micelija v reproduktivni (zračni) 
micelij. Model je bil, kot prikazuje slika 4, nadgrajen s strani Manteca in sod. (2005a, 2005b, 
2008, 2010a). Pokazali so, da se prvi proces diferenciacije odvije že kmalu po vzklitju spor 
med razvojem substratnega micelija. Sprva se razvije primarni enojedrni micelij (faza MI). 
Sledi prehodna faza zaustavitve v rasti in diferenciacija iz primarnega enojedrnega micelija 
v sekundarni večjedrni micelij. Med prehodom iz enega v drug tip micelija prihaja do 
procesov programirane celične smrti (PCD). Rezultat so izmenjajoči se segmenti živega in 
mrtvega micelija znotraj posamezne hife kar vpliva na nadaljnjo rast micelija v kulturi. Rast 
micelija v kulturi je tako bistveno bolj heterogena, kot je bilo sprva predvideno. Iz viabilnih 
segmentov po prvem ciklu celične smrti zraste micelij z občasno pojavljajočimi se prečnimi 
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stenami. Ta micelij je več jedrni (faza MII) (Manteca in sod., 2005a, 2005b, 2008). Kot je 
bilo že omenjeno je večjedrnost pri prokariontih izjemno redka. Očitno prednost večjedrnosti 
bi lahko predstavljala morebitna lažja razporeditev nutrientov in lažje posredovanje 
kemijskih signalov znotraj in med celicami. Kljub omenjeni prednosti to predstavlja v naravi 
veliko tveganje, saj bi se lahko vsaka poškodba hitro razširila na celotno kolonijo (Yagüe, 
2013). Micelij v fazi MII sprva raste kot substratni micelij, nato pride do ponovne faze PCD. 
Hife micelija, ki ostanejo viabilne po drugi stopnji PCD, dobijo hidrofoben ovoj in zrastejo 
v zrak kot zračni micelij. Faza MII je tudi faza sporulacije in sinteze antibiotikov (Manteca 
in sod., 2005a, 2005b, 2008, 2010a).   
Micelij MI, naj bi tako glede na zadnje študije predstavljal dominantni in pravi vegetativni 
micelij (Manteca in Sanchez, 2009). Micelij MII se deli na zgodnji MII in pozni micelij MII. 
Pri zgodnjem miceliju MII gre še vedno za substratni micelij, kjer hife nimajo hidrofobnega 
ovoja. Gre za prehodno fazo pred razvojem zračnega micelija in pred sporulacijo. Kasneje 
se namreč hife ovijejo v hidrofoben ovoj in ustrezajo poznemu miceliju MII (klasično 
pojmovanemu kot zračni micelij) (Manteca in sod., 2007). 
 
Slika 4: Prikazan je nov model razvoja bakterij iz rodu Streptomyces na trdnih gojiščih. Sprva se razvije 
primarni enojedrni micelij, ki se diferencira v sekundarni večjedrni micelij. Pri tem prihaja do procesov PCD 
(programirane celične smrti). Iz večjedrnega sekundarnega micelija, kjer gre še vedno za substratni micelij, se 
ob ponovnem procesu PCD razvije zračni večjedrni micelij. Njegova posebnost je hidrofobni ovoj okoli hif. 
Kasneje pride še do sporulacije (cit. po Manteca in sod., 2005a, 2005b, 2008, 2010a).   
 
Proteomska primerjava micelija je pokazala, da je prvi micelij bogatejši predvsem v encimih 
primarnega metabolizma. Medtem se je pri sekundarnem miceliju pokazal presežek 
proteinov vključenih v sekundarni metabolizem, stres, obrambo in transport. Preklop na 
sekundarni metabolizem je tesno povezan z diferenciacijo micelija. S tega vidika je 
spremljanje morfologije streptomicet izredno zanimivo za biotehnološke aplikacije 
(Manteca in sod., 2010b). 
2.1.2.2 PCD pri prokariontih 
 
PCD je aktiven fiziološki proces razgradnje celice (Miguélez in sod., 1999). Poteka 
postopoma in je genetsko kontroliran. Okoli njega so strukturirani procesi diferenciacije 
(Manteca in sod., 2008). Prve študije celične smrti pri streptomicetah so nakazovale na 
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avtolizo. Pri takšni obliki celične smrti nekontrolirana litična aktivnost mureinskih hidrolaz 
vodi v razgradnjo celične stene in do smrti celice. Kasneje so ugotovili, da avtoliza ni 
dominantni mehanizem smrti pri bakterijah iz rodu Streptomyces, ampak je zanjo zaslužen 
visoko programiran proces celične smrti (Miguélez  in sod., 1999). Celična smrt se prične z 
reorganizacijo nukleoida, ki ji sledi razgradnja DNA (Miguélez in sod., 1999; Mateca in 
sod., 2005b). Med procesom prihaja do sprememb v prepustnosti celične membrane in do 
izliva citosolnih komponent v zunajceličniprostor. Iz celic se sprostijo citosolni proteini, 
aminokisline ter fragmenti DNA in RNA (Manteca in sod., 2006). Pri procesu se lahko 
spremeni oblika hif. Kljub temu se integriteta celične stene ohranja (Miguélez in sod., 1999).  
Mrtve hife ne izginejo popolnoma, ampak še vedno tvorijo del kolonijske strukture. Kot 
takšne lahko potencialno zagotovijo mehansko podporo ostalemu miceliju, služijo lahko tudi 
kot sistem za prehajanje vode. Prav tako lahko vzdrževanje integritete celične stene že 
odmrlih hif služi kot matrika pri izgradnji novega micelija (Miguélez in sod., 1999).  
2.1.2.3 Rast v tekočih gojiščih 
 
Na industrijski ravni streptomicete gojimo submerzno, kjer v aerobnih bioreaktorjih tvorijo 
preplete hif (Anne in sod., 2012). O morfološkem razvoju bakterij iz rodu Streptomyces pod 
takšnimi pogoji je bilo do nedavnega le malo opisano.  
Bakterije iz rodu Streptomyces se lahko v tekočih gojiščih nahajajo v štirih morfoloških 
oblikah (slika 5): v obliki peletov, manjših micelijskih skupkov, kot razvejani prosti 
filamenti ali v obliki nerazvejanih prostih filamentov (Pamboukian in sod., 2002).  
 
Slika 5: Različni tipi morfoloških oblik streptomicet v tekočih gojiščih. Pojavljajo se v obliki nerazvejanih in 
razvejanih prostih filamentov, micelijskih skupkov in bolj kompaktnih peletov (cit. po Pamboukian in sod., 
2002). 
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Velik vpliv na morfološki razvoj streptomicet v vodnih okoljih imajo genetski faktorji. Poleg 
tega na morfologijo pomembno vplivajo okoljski dejavniki in sam bioreaktor. Okoljski 
dejavniki, ki vplivajo na morfologijo bakterij, so: hranila, pH, temperatura, mešanje in nivo 
raztopljenega kisika (van Dissel in sod., 2014). 
V tekočih gojiščih je razvoj opisan predvsem za peletasto rast. Sprva so mislili, da do 
sporulacije in posledično tudi do procesov diferenciacije in PCD v tekočih gojiščih ne 
prihaja. Zadnji izsledki kažejo, da je razvoj v tekočih gojiščih bolj podoben tistemu na trdnih 
gojiščih, kot je bilo sprva mišljeno (Manteca in sod., 2008). Pri večjem številu vrst bakterij 
iz rodu Streptomyces so namreč že dokazali, da se sporulacija pod določenimi pogoji 
pojavlja tudi v tekočih gojiščih (Kendrick in Ensign, 1983; Daza in sod., 1989; Glazebrook 
in sod., 1990; Rueda in sod., 2001). Podobno kot pri zračnem miceliju na trdnih gojiščih, so 
v tekočem gojišču spore obdane v poseben hidrofoben ovoj (Claessen in sod., 2004). Poleg 
tega novejše študije kažejo, da pride v tekočih gojiščih tudi do procesa diferenciacije. Med 
rastjo vegetativnega micelija pride do dveh ločenih eksponentnih faz rasti. Podobno kot na 
trdnih gojiščih, se med submerzno rastjo streptomicet najprej razvije primarni segmentiran 
in enojedrni micelij (MI). Razvoj se nadaljuje s prehodno fazo, ko lahko zaznamo upad v 
biomasi. Manteca in sod. 2008 so dokazali, da je upad v rasti med procesom, dejansko 
prehodna faza med prvim in drugim micelijem. Prihaja do procesov PCD. Gre za prehod v 
razvoj sekundarnega, večjedrnega micelija (MII), ki zraste iz živih segmentov prvega 
micelija (slika 6). Povezan je s produkcijo antibiotikov. Prehodna faza zaustavitve v rasti 
lahko namreč aktivira gene za biosintezo antibiotikov ali gene odpornosti na antibiotike. 
Najpomembnejša razlika med razvojem na trdnih in v tekočih gojiščih, naj bi bila odsotnost 
druge faze PCD v tekočih gojiščih in odsotnost hidrofobnega ovoja hif (Manteca in sod., 
2008). 
 
Slika 6: Prikazan je nov model razvoja bakterij iz rodu Streptomyces v tekočih gojiščih. Iz primarnega 
segmentiranega micelija se z vmesnim procesom PCD razvije večjedrni sekundarni micelij. Odsotna je druga 
faza PCD in hidrofoben ovoj hif, ki sta značilna za razvoj na trdnih gojiščih (cit. po Yagüe in sod., 2010). 
 
Številni avtorji poročajo, da je ob pričetku stacionarne faze rasti v gojišču prisotna povečana 
koncentracija proteinov. Ti proteini naj bi bili domnevno rezultat aktivne sekrecije proteinov 
v rastni fazi. Podatki Manteca in sod. (2008) ponujajo drugačno interpretacijo. Trdijo, da je 
signifikantna frakcija proteinov med stacionarno fazo produkt lize celice in ne aktivne 
sekrecije, kar nakazuje na procese celične smrti. 
9 
Slakan A. Optimizacija … mikroskopsko kvantifikacijo morfoloških značilnosti … Streptomyces. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Sprva je bilo splošno sprejeto, da pride do proizvodnje antibiotikov, ko substratni micelij 
doseže stacionarno fazo. Izsledki študij, da prihaja v submerznih kulturah do diferenciacije 
micelija in PCD bi lahko imela korenit vpliv na proizvodnjo antibiotikov (Manteca in sod., 
2008). Večina procesov proizvodnje sekundarnih metabolitov namreč poteka submerzno v 
bioreaktorjih. Kljub temu analiza in optimizacija procesov večinoma temelji na spremljanju 
bioloških in fizikalnih parametrov. Gre za parametre kot so sestava medija, mešanje, pH, 
temperatura, preskrbljenost s kisikom in nivo proizvodnje sekundarnih metabolitov. 
Kompleksnega razvoja streptomicet pod pogoji v bioreaktorju še ne razumemo popolnoma, 
posledično ni na voljo splošnega konsenza o vplivu morfologije in razvoja streptomicet na 
proizvodnjo sekundarnih metabolitov (Rioseras in sod., 2014). 
2.2 ANALIZA MORFOLOŠKIH ZNAČILNOSTI 
 
Analiza morfoloških značilnosti filamentoznih organizmov največkrat poteka s kombinacijo 
barvanja, mikroskopije in digitalne slikovne analize (Mesquita in sod., 2013).  
2.2.1 Barvanje in mikroskopija 
 
Mikroorganizmi so pod faznim-kontrastom svetlobnega mikroskopa vidni kot prosojne 
strukture, ki jih lahko opazujemo zaradi razlik v njihovi optični gostoti. Pred 
mikroskopiranjem barvanje z barvili tako ni potrebno (Mesquita in sod., 2013). Za 
razlikovanje med različni tipi mikroorganizmov oziroma opazovanje specifičnih 
morfoloških značilnosti organizmov se poslužujemo uporabe svetlega polja svetlobnega 
mikroskopa ali fluorescenčnega mikroskopa. Mikroorganizme moramo v ta namen pobarvati 
(Dias in sod., 2016).  
Poznamo metode barvanja, ki služijo zgolj kontrastiranju mikroorganizmov in nam 
omogočajo opazovanje oblike ter velikosti mikroorganizmov pod običajnim svetlobnim 
mikroskopom. Pri identifikaciji mikroorganizmov na podlagi njihovih specifičnih 
značilnosti se poslužujemo uporabe diferencialnih barvanj. Eno izmed takšnih, v 
mikrobiologiji izredno pomembno in pogosto uporabljeno, je diferencialno barvanje po 
Gramu. Poleg diferencialnih barvanj obstajajo tudi barvila s katerimi lahko obarvamo le 
določene strukture kot so spore, kapsule ali bički (Willey in sod., 2008: 26-28). 
2.2.2 Slikovna analiza (»Image« analiza) 
 
Digitalna slikovna analiza je ekstrakcija signifikantnih informacij iz slik s pomočjo tehnik 
digitalne slikovne obdelave in se uporablja na različnih področjih znanosti (Mesquita in sod., 
2013). Omogoča karakterizacijo in kvantifikacijo morfologije filamentoznih 
mikroorganizmov med celotnim procesom diferenciacije, od razvoja spor do končnih 
filamentoznih struktur. Ponuja možnost analize različnih parametrov rasti in razvoja 
(Papagianni, 2014). 
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Tipični sistem za digitalno analizo slik je sestavljen iz komponent strojne in programske 
opreme. Komponente strojne opreme so vir slik (običajno mikroskop), naprava za zajemanje 
slik (običajno monokromatska ali barvna video kamera), centralna procesna enota 
računalnika in prikazni monitor (Papagianni, 2014). Slikovna analiza poteka postopoma. 
Ključni koraki so zajemanje, obdelava in analiza slike. Zajemanje slike v večini primerov 
poteka s pomočjo digitalnih kamer. Kamera proizvede signal, ki vodi v nastanek mreže 
pikslov oziroma slikovnih točk (Mesquita in sod., 2013; Russ, 2011). Piksli so direktno 
proporcionalni intenziteti svetlobe, ki jo ujamejo senzorji kamere. Število bitov dodeljenih 
slikovnim točkam določa število barv na sliki. Zajete slike so lahko črnobele, običajno pa so 
večbarvne (Mesquita in sod., 2013). Sledi obdelava slik, ki se primarno uporablja zaradi 
dveh različnih razlogov. Omogoča izboljšanje vizualnega izgleda slik za opazovalca in 
pripravi slike na meritve ter analizo struktur, ki jih slike prikazujejo (Russ, 2011). Na 
računalniku je za analizo potreben ustrezen program. Danes so na voljo številni paketi 
programske opreme namenjeni splošnim ali specifičnim aplikacijam, ki izredno variirajo 
glede na zmogljivost in tudi ceno. Običajno je v program možno shraniti zaporedja korakov 
analiz in tako proces delno ali popolnoma avtomatizirati. Ob končanem procesu nam 
programska oprema običajno ponudi tudi možnost izvedbe statističnih analiz (Papagianni, 
2014). 
2.2.2.1 Pregled objavljenih metod slikovne analize filamentoznih organizmov 
 
Pred razvojem digitalne dobe so morfološki opisi filamentoznih organizmov temeljili 
predvsem na kvalitativnih podatkih, ki so bili mnogokrat subjektivni in premalo natančni. Z 
razvojem računalnikov in digitalnih kamer je prišlo do premika tudi pri raziskavah 
filamentoznih organizmov. Tako so poleg pridevnikov, kot npr. razpršen, strnjen, gladek ali 
tanek micelij, ti parametri dobili tudi kvantitativne oznake (Barry in Williams, 2011). 
Eden izmed prvih poskusov slikovne analize filamentoznih organizmov je bilo delo Metz in 
sod. ter van Suijdam in Metz iz leta 1981, (cit. po Barry in Williams, 2011). Povečane 
fotografije micelija Penicillium chrysogenum so prikazali v obliki grafičnih tabel. Ročno so 
določili x in y koordinati na tabeli, program je nato izračunal razdaljo med njima. Metoda je 
bila izredno zamudna in je tako omogočala pregled le majhnega dela populacije. Micelijskih 
skupkov zaradi kompleksnosti niso analizirali.  
Adams in Thomas (1988) sta se lotila raziskovanja morfologije filamentoznih bakterij 
Streptomyces clavuligerus in pri tem uporabila mikroskop, kamero ter računalnik za 
obdelavo mikroskopskih slik. Program na računalniku je že omogočal zadovoljivo ostrenje 
slike, razčlenitev objektov in ozadja ter skeletonizacijo. Po današnjih standardih je bil čas 
potreben za analizo enega elementa na fotografiji še vedno predolg, zajete fotografije so 
zaradi svoje velikosti lahko ostale shranjene na računalniku le krajše časovno obdobje. 
Postopek prav tako ni omogočal analize kompleksnega micelija. Omenjene pomanjkljivosti 
analize so izboljšali s kasnejšimi raziskavami.  
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Tako je vredno omeniti delo Packer in Thomasa (1990) (cit. po Barry in Williams, 2011), ki 
sta dve leti kasneje predstavila že skoraj popolnoma avtomatizirano slikovno analizo 
Streptomyces clavuligerus in Penicillium chrysogenum. Prvič so okarakterizirali in 
kvantificirali micelijske skupke. Analizni program je zahteval nastavitev določenih 
specifičnih parametrov, nato je sam izvedel segmentacijo in skeletonizacijo. Analiza je bila 
sicer z opremo, ki je bila takrat na voljo zaradi zahtevnega algoritma skeletonizacije izredno 
počasna. Tucker in sod. (1992) so razširili delo prejšnih raziskovalcev z razvojem metode, 
ki je omogočila natančnejšo analizo posameznih fragmentov in predvsem micelijskih 
skupkov. V analizo so vključili dodatno obdelavo mikroskopskih slik Streptomyces 
clavuligerus in Penicillium chrysogenum. Analizirali so površino, obseg in odstotek, ki ga 
zavzemajo micelijski skupki na sliki. Analizo so pri tem oteževali delci, ki so se pojavili na 
fotografiji in niso bili povezani z micelijem.  
Reich in sod. (1992), (cit. po Papagianni, 2014) so se lotili raziskave peletov pri bakteriji 
Streptomyces tendae. Peletaste strukture so v kasnejših letih preučevali tudi pri ostalih 
filamentoznih organizmih Aspergillus niger, Schizophyllum commune in Fomes 
fomentarius. Pri tem so analizirali različne parametre, kot so obseg, površina in premer 
peletov ter debelina in površina filamentoznega manj kompaktnega dela.  
Številne raziskave so temeljile na povezavi med diferenciacijo filamentoznih organizmov in 
sintezo metabolitov. Primer je slikovna analiza micelija Penicillium chrysogenum, kjer so 
bili pridobljeni podatki analiz uporabljeni pri postavitvi modela diferenciacije hif in 
proizvodnje penicilina (Paul in sod. 1992, cit. po Barry in Williams, 2011; Paul in sod., 1994, 
cit. po Barry in Williams, 2011; Paul in Thomas 1996, cit. po Barry in Williams, 2011; Paul 
in Thomas, 1998, cit. po Barry in Williams, 2011). 
Spohr in sod. (cit. po Barry in Williams, 2011) so v letu 1998 razvili »on-line« sistem analize 
filamentov. Sistem je bil sestavljen iz analizatorja, kamere, mikroskopa in pretočne celice 
priključene na mikroskop. Ena bistvenih prednosti metode je bila sprotno zbiranje podatkov 
med razvojem micelija. Šlo je za izredno kompleksen sistem, ki je potreboval posredovanje 
operaterja. 
Leta 2003 so O'Cleirigh in sod. pri analizi fermentacijske brozge Streptomyces 
hygroscopicus var. Geldanus uporabili poseben skener, ki je omogočil pregled širšega 
vidnega polja kot mikroskop. Namesto objektnih stekelc so uporabili petrijevke. Nato je 
sledila digitalna slikovna analiza. 
V zadnjem času moramo omeniti delo Posch in sod. (2012). Ti so uvedli kombinacijo 
popolnoma avtomatizirane mikroskopije in analiznega postopka v programskem jeziku 
Matlab. Metoda je omogočila analizo celotnega stekelca z avtomatskim skeniranjem 
nanešenega vzorca. Pri tem so zajeli večje število slik, ki so bile kasneje sestavljene v celoto. 
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Analizirali so različne parametre micelija v obliki nerazvejanih in razvejanih hif, manjših in 
večjih micelijskih skupkov ter pelete.  
Dias in sod. (2016) so z razvojem metode, ki omogoča kontinuirno spremljanje morfologije 
filamentoznih mikroorganizmov med samim procesom naredili velik napredek na področju 
digitalnih slikovnih analiz. Slike so bile v namen analize zajete s pomočjo posebnega in situ 
mikroskopa vezanega na bioreaktor in kamere povezane z računalnikom. Pri takšnem načinu 
analize ni potrebe po barvanju ali postopkih redčenja vzorca.  
Podrobnejši pregled predstavljenih metod prikazuje preglednica v prilogi A (Pregled 
objavljenih metod, ki so ključne za razvoj slikovne analize filamentoznih organizmov).  
Iz literature je razvidno, da se za spremljanje morfologije filamentoznih mikroorganizmov 
večinoma uporablja kombinacija mikroskopije in digitalne slikovne obdelave z ustrezno 
programsko opremo na računalniku. V ta namen je potrebno vzorčenje in določen način 
obdelave vzorcev, kar lahko včasih tudi vpliva na pridobljene rezultate.  
Kljub temu, da je bil napredek na področju slikovne analize od prvih začetkov do danes 
ogromen, so popolnoma avtomatizirani sistemi še vedno redki. Tako še vedno ostaja 
določena stopnja potrebe po ročnem delu za pridobitev zanesljivih podatkov (Barry in 
Williams, 2011). Hkrati je še vedno izjemno težka naloga določiti splošna in hkrati 
kvantitativna razmerja med procesnimi spremenljivkami, proizvodnjo metabolitov in 
morfologijo v bioprocesu (Papagianni, 2014). 
V obsegu dela magistrske naloge želimo razviti metodo, ki bi omogočila čim bolj 
avtomatsko analizo pri rutinskem spremljanju morfoloških parametrov bakterije 
Streptomyces clavuligerus med procesom proizvodnje klavulanske kisline, hkrati bi bila 
enostavna in cenovno ugodna. Ovrednotiti želimo razlike v rasti in razvoju bakterij gojenih 
na različnih skalah, kar bi nam bilo potencialno lahko v pomoč pri regulaciji bioprocesov in 
prenosu procesa na večjo velikostno skalo, iz laboratorijskega in pilotnega merila na nivo 
proizvodnje (»scale-up«). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
 
 
 
Slika 7: Shema poteka dela analize morfoloških značilnosti bakterij iz rodu Streptomyces, ki zajema 
vzpostavitev, optimizacijo in aplikacijo metode. 
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3.2 MATERIALI 
 
3.2.1 Vzorci 
 
Pri delu smo uporabili vzorce različnih brozg bakterije Streptomyces clavuligerus iz 
laboratorijskih gojitvenih steklenic ter iz bioreaktorjev pilotnega in industrijskega merila 
(Lek d.d.). 
3.2.2 Raztopine in ostale kemikalije 
 
a) Barvanje po Gramu 
Pri barvanju mikroskopskih preparatov smo uporabili komplet za barvanje bakterij po 
Gramu (Sigma-Aldrich, ZDA), ki vsebuje: 
- raztopino barvila kristal vijolično, 
- jodovo raztopino, 
- mešanico etanola in acetona (1:1) in 
- raztopino barvila safranin. 
 
b) Barvanje po Schaeffer – Fultonu 
Uporabili smo 0,5 % (w/v) raztopino Malahit zelenega. Raztopino barvila smo pripravili 
tako, da smo zatehtali 0,5 g Malahit zelenega (Malahit zeleno oksalat, Sigma-Aldrich, ZDA) 
in ga raztopili v manjši količini DEMI (demineralizirane) vode. Raztopino smo dopolnili do 
10 ml, prelili v čašo in mešali na magnetnem mešalu 30 minut. Pred uporabo barvila, smo 
mešanico filtrirali skozi filter s porami 0,2 µm. 
c) Ostalo 
- Imerzijsko olje (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Fiziološka raztopina (0,9 % (w/V) NaCl v DEMI) 
 
3.2.3 Gojišča 
 
Vsa gojišča za gojenje bakterije Streptomyces clavuligerus, ki so bila uporabljena za rast 
kultur analiziranih v magistrskem delu, so bila razvita na oddelku Antiinfektivi – Pilotne 
fermentacije (Lek d.d., Mengeš). Njihova sestava in način priprave so poslovna skrivnost. 
3.2.4 Laboratorijska oprema  
 
- Avtomatski plinski gorilnik (INTEGRA Biosciences, Švica) 
- Brezprašna komora ISKRA-PIO SMBC 183 AV (ISKRA-PIO, Slovenija) 
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- Inkubator (Kambič, Slovenija) 
- Kamera Lumenera Infinity3 (Lumenera Corporation, Kanada) 
- Klasični plinski gorilnik 
- Laboratorijska tehtnica AB204-S/FACT (Mettler tolledo, ZDA) 
- Magnetno mešalo IKA RO5 (IKA, Nemčija) 
- Računalnik Lenovo ThinkCentre M91p (Lenovo, Kitajska) 
- Ročni plinski gorilnik 
- Svetlobni mikroskop Olympus BX50 (Olympus, Nemčija) 
- Vodna kopel JULABO (JULABO, Nemčija) 
- Vodna kopel BÜCHI B491 (BÜCHI, Švica) 
 
3.2.5 Programska oprema 
 
- GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, ZDA) 
- Image-Pro Premier 9.2 (Media Cybernetics, ZDA) 
- Microsoft Excel 2013 (Microsoft, ZDA) 
 
3.2.6 Laboratorijski material  
 
- 13 - ml in 50 - ml centrifugirke (TPP, Švica) 
- 25 - ml čaša  
- Eppendorf kivete (Eppendorf, Nemčija) 
- Filtri s porami 0,22 µm (TPP, Švica) 
- Magneti 
- Merilni valj 
- Nastavki za pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Objektna in krovna stekelca za mikroskopijo (BRAND, Nemčija) 
- Pincete 
- Pipete 100 µl, 1 ml, 5 ml (Eppendorf, Nemčija) 
- Plastične cepilne zanke za enkratno uporabo (Golias Labortehnika, Slovenija) 
- Plastične petrijevke 
- Plastične spatule za razmaze (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Puhalka za DEMI vodo 
- Steklene gojitvene steklenice 
- Stekleni poterji za homogenizacijo 
- Stojala za centrifugirke 
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3.3 METODE 
 
Izvedbe magistrske naloge smo se lotili s pregledom objavljenih metod slikovne analize 
filamentoznih organizmov v literaturi ter nato nadaljevali z delom v laboratoriju. Vzpostavili 
in optimizirali smo metodo kvantifikacije morfoloških značilnosti bakterije Streptomyces 
clavuligerus. Za vzpostavitev metode smo uporabili vzorce različnih brozg omenjene 
bakterije iz gojitvenih steklenic laboratorijskega merila oziroma iz bioreaktorjev pilotnega 
merila. V nadaljevanju je predstavljen optimiziran protokol priprave mikroskopskih 
preparatov in slikovne analize bakterij, koraki vzpostavitve metode in optimizacije so 
opisani v poglavju 4. Rezultati z diskusijo. 
3.3.1 Optimiziran protokol priprave mikroskopskih preparatov in slikovne analize 
bakterij 
 
3.3.1.1 Priprava mikroskopskih preparatov 
 
a) Redčenje brozge 
Priprave mikroskopskih preparatov smo se lotili takoj po vzorčenju iz bioreaktorja. V 
začetku bioprocesa smo pripravili nižje redčitve vzorcev bioprocesne brozge (10 x), z 
naraščanjem biomase vzorcev so bile potrebne tudi višje redčitve (80 x do 100 x).  
Redčitve smo pripravljali z DEMI vodo v 50 - ml centrifugirkah in pri tem uporabljali pipete 
za pipetiranje večjih volumnov. Pripravljene redčitve smo premešali z nežnim obračanjem 
centrifugirk. 
b) Nanos na objektno stekelce in fiksacija 
Na objektno stekelce smo nakapljali majhno količino (40 µL) ustrezno redčenega vzorca in 
pripravili tanek razmaz s pomočjo cepilne zanke. Vzorce smo temperaturno fiksirali s 
potegom objektnega stekelca z vzorcem skozi plamen avtomatskega gorilnika. Pri tem smo 
naredili par krožnih gibov nad plamenom s čimer smo se izognili lokalnemu pregrevanju 
preparata.  
c) Barvanje micelija s kristal vijoličnim 
 Na pripravljene temperaturno fiksirane preparate smo nanesli 100 µL raztopine 
barvila kristal vijolično.  
 S pomočjo cepilne zanke smo barvilo nežno razmazali prek vzorca na objektnem 
stekelcu in ga pustili učinkovati 60 sekund.  
 Po preteku 60 sekund smo barvilo previdno spirali s stekelca z izdatno količino 
DEMI vode, dokler tekočina ni več vsebovala vijoličnega barvila.  
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 Stekelca smo otresli kapljic vode in pustili, da so se pred sledečo analizo posušila.  
d) Barvanje spor po Schaeffer – Fultonu 
 Na objektno stekelce s temperaturno fiksiranim vzorcem smo položili majhen košček 
papirnate brisačke in nanjo nakapljali večjo količino pripravljene raztopine barvila 
Malahit zeleno. Pustili smo, da je barvilo prepojilo brisačko.  
 Naslednjih pet minut smo preparat segrevali z uporabo ročnega plinskega gorilnika. 
Pri izvedbi smo si pomagali s kovinskim stojalom in večjo pinceto.  
 Ob izhlapevanju barvila s stekelca, kar smo opazili po dvigajoči se pari, smo brisačko 
na stekelcu ponovno prepojili z barvilom. Tudi kasneje smo nadaljevali s sprotnim 
dodajanjem raztopine barvila. 
 Po petih minutah segrevanja smo prenehali z dodajanjem barvila in pustili stekelce, 
da se je nekoliko ohladilo.  
 Barvilo smo s stekelca sprali z izdatno količino DEMI vode.  
 Razmaz smo prekrili s kontrastnim barvilom safraninom za 60 – 90 sekund.  
 Safranin smo s stekelca sprali z DEMI vodo in preparat posušili.  
3.3.1.2 Mikroskopiranje, zajemanje in predobdelava slik 
 
Pri opazovanju morfologije streptomicet na pripravljenih mikroskopskih preparatih smo 
uporabili svetlobni mikroskop znamke Olympus BX50. Osvetlitev mikroskopa smo pri tem 
regulirali z zaslonkami in intenziteto žarnice. Nastavili smo tudi filtre in sicer LBD 
(popolnoma zaprt), ND6 (popolnoma odprt) in ND25 (popolnoma odprt) filter. Z regulacijo 
aperturne zaslonke pod kondenzorjem smo večinoma dobili dovolj kontrastno sliko z dobro 
ločljivostjo, ki smo jo nato uporabili za slikovno analizo. 
Slike smo zajeli s kamero Lumenera Infinity3, povezano z mikroskopom na eni in 
računalnikom na drugi strani. Slike smo glede na velikost micelija zajeli pod 200 x oziroma 
največkrat pod 400 x povečavo. Spore smo opazovali pod 1000 x povečavo mikroskopa. Pri 
tem smo na objektno stekelce kanili kapljico imerzijskega olja in vanj potopili lečo 
objektiva.  
Pridobili smo barvne 24-bitne slike, ki smo jih shranili v standardnem tif zapisu. Za obdelavo 
ter analizo zajetih mikroskopskih slik smo uporabili programsko opremo, namenjeno 
digitalni slikovni analizi, Image-pro Premier 9.2 (Media Cybernetics, 2016). Pri slikah slabše 
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kvalitete smo njihovo ločljivost v pogramu Image-pro Premier 9.2 izboljšali z uporabo 
filtrov »Sharpen« in »High-Gaussian«, ki ju najdemo na zavihku »Process«. 
3.3.1.3 Prostorska kalibracija objektivov v programu Image-pro Premier 9.2 
 
S pomočjo posebnega mikrometrskega merila smo izvedli prostorsko kalibracijo. Na 
zavihku »Capture« smo izbrali opcijo »Configure« in »Calibrations«. Pod posamezno lečo 
objektiva smo zajeli sliko mikrometrskega merila. Program nas je nato vodil do zaključka 
kalibracije. Z izvedbo kalibracije smo slikovne točke (piksle) na slikah pretvorili v mersko 
enoto mikrometer. 
3.3.1.4 Kvantifikacija morfoloških parametrov v programu Image-Pro Premier 9.2  
 
Na zajetih slikah smo analizirali različne parametre in sicer: 
 dolžino hif,  
 debelino hif,  
 razvejanost micelija, 
 viabilnost celic (površino živega in mrtvega micelija), 
 velikost peletov (premer) in 
 velikost spor. 
V namen čim večje avtomatizacije pri meritvah dolžine hif smo posneli več makrov. Makre 
in druge ukaze smo združili z opcijo »Batch Processing« na zavihku »Automate«. Hkrati 
smo tako analizirali dvajset slik. 
a) Analiza dolžine hif 
Iz analize dolžine hif smo najprej izločili hife, ki so se dotikale katerekoli mejne ploskve na 
sliki. Pod zavihkom »Measure« smo izbrali »Options« ter desno pod »Segmentation 
Options« opcijo »Clean All Borders«.  
Prvi makro je bil sestavljen iz ukaza »Dark Segmentation«, ki je razčlenil strukture na sliki 
in jih ločil od svetlejšega ozadja. Ukaz najdemo na zavihku »Count/Size«. Program je 
obarval temno moder do vijoličen micelij, medtem ko sta svetlo obarvan micelij in ozadje 
ostala neobarvana. Makro je pri tem upošteval nastavitve filtra »Ranges«, ki smo jih določili 
pred analizo in tako smo iz analize odstranili manjše nečistoče v ozadju slik (slika 8).  
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Slika 8: Minimalne in maksimalne vrednosti filtra »Ranges«, ki smo jih uporabili pri analizi dolžine hif. Iz 
analize smo tako odstranili manjše nečistoče, ki so se pojavljale v ozadju slik. 
 
Nato smo izbrali makro z opcijo »Mask«, ki je izvorno sliko, z označenimi strukturami, po 
segmentaciji pretvoril v binarno sliko. Sledila je aplikacija tridimenzionalnega filtra 
»Thinning«, ki ga najdemo pod zavihkom »Process«. Rezultat uporabe omenjenega filtra je 
bil stanjšan micelij, debeline enega piksla.  
Analizo smo nadaljevali z uporabo dodatka »Fiber Separation«, ki smo ga predhodno uvozili 
v program Image-Pro Premier 9.2 in kjer smo pred analizo nastavili vrednosti parametrov, 
navedene na sliki 9. Izbira možnosti »Separate fibers« je ločila hife glede na prej nastavljene 
parametre. Podatki o dolžini posameznih hif so bili na koncu analize izpisani v obliki 
preglednice, ki smo jo izvozili v program Microsoft Excel.  
 
Slika 9: Parametri, ki smo jih uporabili v dodatku »Fiber Separation« za analizo dolžine hif. 
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b) Analiza debeline hif 
Pri analizi debeline hif smo ponovno izbrali možnost avtomatizacije analize z opcijo »Batch 
processing« in z njo povezali ustvarjene makre ter dodatek »Fiber Separation«. Program je 
pri tem upošteval nastavitve filtra »Ranges«, ki smo jih določili pred analizo in tako iz 
analize odstranili manjše nečistoče v ozadju slik. 
Prvi makro namenjen analizi debeline micelija je strukture na posamezni sliki razčlenil s 
»Smart Segmentation« orodjem. Pred prvo aplikacijo makra smo nastavili in shranili 
vrednosti različnih razredov. Po razčlenitvi smo izbrali makro »Debelina«. Ta je omogočil 
aplikacijo maske »Smart Mask« in nato orodja za določitev praga »Threshold Tool«. 
Določili smo mejno vrednost in sicer »Threshold 93 – 200«. Poleg tega smo z izbiro 
»Ranges« določili minimalne in maksimalne vrednosti površine, ki bo vključena v analizo 
(slika 10). Slika je bila glede na določen prag pretvorjena v binarno sliko (opcija »Mask«).   
 
Slika 10: Minimalne in maksimalne vrednosti filtra »Ranges«, ki smo jih uporabili pri analizi debeline hif. Iz 
analize smo tako odstranili manjše nečistoče, ki so se pojavljale v ozadju slik. 
 
Pri analizi smo uporabili dodatek »Fiber Separation« s predhodno nastavljenimi parametri 
prikazanimi na sliki 11. Podatki o debelini posameznih hif so se izpisali na dnu okna v obliki 
preglednice. Te podatke smo nato izvozili v program Microsoft Excel, kjer smo iz rezultatov 
odstranili vrednosti debeline dveh in več mikrometrov. 
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Slika 11: Parametri, ki smo jih uporabili v dodatku »Fiber Separation« za analizo debeline hif. 
 
c) Razvejanost micelija 
Določili smo število konic filamentov (»Tips«) med rastjo bakterije Streptomyces 
clavuligerus. Ponovno smo uporabili makro, ki je omogočil razčlenitev struktur na sliki z 
uporabo opcije »Smart Segmentation«. Celotna površina živega micelija je tako pripadla 
enemu razredu. Uporabili smo makro, ki je spremenil sliko s segmentacijsko masko v 
binarno sliko (opcija »Mask«) in nato izvedel morfološko operacijo skeletonizacije (filter 
»Thinning«). Rezultat je bil micelij širine hif enega piksla.  
Po skeletonizaciji smo uporabili makro »Razvejanost«, ki je na sliko apliciral 
tridimenzionalni filter »Branch/End«. Uporabili smo privzete nastavitve (označeno 
»Skeleton«, »End Points«, »Triple Branch«, »4+ Branches« in »Threshold level 50«). 
Različni deli ogrodja micelija so imeli po uporabi »Branch/End« filtra različno intenziteto. 
Z uporabo različnih območij praga (»Threshold«), smo le te prešteli. Vrednosti pragov, ki 
smo jih pripisali skeletu, so bile v navedenem vrstnem redu: 
 za razvejišča 31 do 50, 
 konice 11 do 20 in 
 za hife 21 do 30. 
V tem koraku je morala biti opcija »Ranges« izključena. Označili smo možnost »Collapsed 
Statistics« in tako pridobili informacijo o številu konic ter razvejišč na miceliju enega 
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vidnega polja. Pridobljene podatke smo v obliki preglednice izvozili v program Microsoft 
Excel. Pri obdelavi podatkov smo upoštevali podatke o številu konic, podatke o številu hif 
smo pridobili že pri analizi dolžine hif, kjer je program izmeril dolžino vsake posamezne 
hife. 
d) Viabilnost micelija  
Pri analizi viabilnosti micelija smo uporabili makro, ki je razčlenil strukture slike na tri dele: 
 mrtve celice (temno obarvan micelij),  
 žive celice (svetlo obarvan micelij) in  
 ozadje.  
Uporabili smo orodje »Smart Segmentation«, s katerim smo pred prvo aplikacijo makra 
nastavili ustrezne vrednosti segmentacije in jih shranili v mapo. S tem smo si kasneje delo 
bistveno olajšali. Ponovno smo izbrali opcijo »Batch processing« in pridobili podatke o 
površini enega in drugega tipa micelija. Podatke smo izvozili v program Microsoft Excel. 
e) Velikost peletov 
Meritve velikosti peletov smo avtomatizirali z uporabo opcije »Batch processing«. Z izbiro 
možnosti »Dark Segmentation« smo označili temno obarvane pelete na sliki. Ostale delce in 
nečistoče v ozadju smo odstranili z regulacijo območja meritev (»Ranges«). Na sliko smo 
nato aplicirali masko (»Mask«) in pridobili binarno sliko. Ponovno smo uporabili možnost 
segmentacije in sicer »Bright Segmentation«, ki je označila pelete. Z izbiro željenih meritev 
na zavihku »Count/Size« smo izmerili površino in premer posameznih peletov. Podatke 
zbrane v skupni preglednici smo izvozili v Microsoft Excel. 
f) Velikost spor 
Na zavihku »Measure« smo izbrali možnost »Direct Measurements«. Spore smo ročno 
označili s pomočjo orodja »Circle Tool«. Na zavihku »Count/Size« smo izbrali vrsto željenih 
meritev in sicer površino ter povprečni premer. Rezultate iz preglednice smo izvozili v 
program Microsoft Excel. 
3.3.2 Uporaba metodologije slikovne analize 
 
Po uspešni vzpostavitvi in optimizaciji metode slikovne analize smo metodo uporabili pri 
analizi peletov iz laboratorijskih gojitvenih steklenic ter pri primerjavi procesov v 
bioreaktorjih pilotnega in industrijskega merila proizvodnje klavulanske kisline. Poleg 
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podatkov slikovnih analiz smo pri statističnem ovrednotenju rezultatov uporabili tudi 
podatke meritev: biomase z Aber Futura Biomass Monitoring sistemom, viskoznosti z 
viskozimetrom, določanja respiracije mikroorganizmov z resazurinom in določanje 
koncentracije klavulanske kisline s HPLC (tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti). 
3.3.2.1 Gojenje bakterije Streptomyces clavuligerus 
 
a) Gojenje v steklenicah 
Za poskus spremljanja morfologije v steklenicah na laboratorijskem nivoju smo steklenice z 
gojiščem, razvitem na oddelku Antiinfektivi – Pilotne fermentacije, nacepili s suspenzijo 
spor in kulture inkubirali pod pogoji, ki so bili prav tako optimizirani na oddelku. Suspenzija 
spor je bila pripravljena tako, da smo 14 dni staro zrelo kulturo Streptomyces clavuligerus 
postrgali iz trdnega gojišča v fiziološko raztopino in jo homogenizirali z uporabo posebnih 
steklenih poterjev. Vsa gojišča in pogoji rasti so poslovna skrivnost in zato niso vključeni v 
magistrsko nalogo. 
b) Gojenje v pilotnih in industrijskih bioreaktorjih 
Za poskuse primerjave morfologije na pilotni in industrijski skali smo spremljali bioprocese 
v dveh različnih pilotnih in dveh industrijskih bioreaktorjih. Bioprocesi so bili glede na potek 
primerljivi. V preglednici 1 so predstavljene splošne značilnosti bioreaktorjev iz katerih smo 
pridobili vzorce. Potek bioprocesov in vse podrobnosti kot je gojišče, dohranjevalni profili 
in raztopine ter fizikalni pogoji so poslovna skrivnost, za magistrsko nalogo tudi niso posebej 
relevantni, tako niso opisani v le-tej. 
Preglednica 1: Velikost in tip bioreaktorjev iz katerih smo pridobili vzorce 
Skala 
Oznaka 
bioreaktorja 
Velikost 
bioreaktorja 
Tip bioreaktorja 
Pilotni nivo A 0,25 m3 Mešalni bioreaktor 
Pilotni nivo B 0,25 m3 
Mešalni bioreaktor, glede na 
geometrijo in konfiguracijo 
mešal podoben bioreaktorju C 
Industrijski nivo C 90 m3 Mešalni bioreaktor 
Industrijski nivo D 30 m3 Mešalni bioreaktor 
 
3.3.2.2 Vzorčenje 
 
Iz bioreaktorjev na pilotnem in na industrijskem merilu smo med potekom bioprocesa 
vzorčili brozgo v 50-ml centrifugirke. Iz laboratorijskih steklenic smo vzorčili v 2-ml 
Eppendorf kivete. Vzorčenje je potekalo v določenih časovnih presledkih, tako da smo z 
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vzorci poskušali pokriti večinski del bioprocesa. Vzorčili smo po razporedu navedenem v 
preglednici 2. 
Preglednica 2: Razpored vzorčenja brozge iz laboratorijskih gojitvenih steklenic in iz bioreaktorjev na pilotni 
ter na industrijski skali glede na PON (ura po nacepitvi bakterij v gojišče) 
Merilo PON (h) 
Laboratorijske gojitvene steklenice 
 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 
54 
60 
66 
Pilotna bioreaktorja A in B, 
industrijski bioreaktor C 
(1. proces) 
30 
54 
78 
82 
102 
110 
Pilotni bioreaktor B, 
industrijski bioreaktor D 
(2. proces) 
30 
48 
54 
72 
76 
96 
3.3.2.3 Priprava mikroskopskih preparatov in slikovna analiza 
 
Po postopku opisanem v začetku poglavja smo se najprej lotili priprave mikroskopskih 
preparatov. Za vsak vzorec brozge smo pripravili po dva mikroskopska preparata. Po 
končanem bioprocesu smo za vsak vzorec zajeli dvajset mikroskopskih slik. Sledila je 
slikovna analiza v programu Image-Pro Premier 9.2 po predhodno opisanem protokolu. 
3.3.2.4 Merjenje biomase z Aber Futura Biomass Monitoring sistemom 
 
Podatki o količini viabilne biomase v brozgi Streptomyces clavuligerus so bili pridobljeni z 
»on-line« meritvami z uporabo Aber Futura Biomass Monitoring sistema. Merjenje biomase 
z omenjenim sistemom ni del magistrske naloge, ampak je del analiz na oddelku Pilotne 
fermentacije. Izmerjena je sprememba kapacitivnosti v odvisnosti od časa, med celotnim 
bioprocesom.  
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3.3.2.5 Merjenje viskoznosti z viskozimetrom 
 
Pridobili smo podatke »off-line« meritev viskoznosti. Viskoznost je bila določena s 
klasičnim rotacijskim viskozimetrom, s katerim merimo upor testirane brozge pri znani 
hitrosti senzorja. Merjenje viskoznosti ni del magistrske naloge, podatki so bili pridobljeni 
pri rutinski analizi na oddelku Pilotne fermentacije. 
3.3.2.6 Določanje respiracije mikroorganizmov z resazurinom 
 
Pridobili smo podatke redukcijskega testa z resazurinom, s katerim lahko določimo 
respiracijo mikroorganizmov. Pri tem žive celice pretvorijo modro obarvan reagent resazurin 
v roza obarvan produkt resorufin. Izmerjena absorbanca ali fluorescenca je 
premosorazmerna številu presnovno aktivnih celic v gojišču (Mariscal in sod., 2009). 
Rezultati so podani kot Rfu (»Relative fluorescence units«). Določanje respiracije z 
resazurinom ni del magistrske naloge, podatki so bili pridobljeni pri rutinski analizi na 
oddelku Genetika. 
3.3.2.7 Določanje koncentracije klavulanske kisline s HPLC 
 
Pridobili smo podatke meritev koncentracije klavulanske kisline s HPLC. Pri uporabi HPLC 
se vzorec, pri katerem želimo določiti vsebnost klavulanske kisline, razporedi prek 
stacionarne faze na kromatografski koloni. Razporeditev vzorca poteka s pomočjo mobilne 
faze pod visokim pritiskom. Po ločevanju na koloni, komponente zaznamo s posebnim 
detektorskim sistemom. HPLC analiza ni del magistrske naloge, podatki so bili pridobljeni 
pri rutinski analizi na oddelku Analitika. 
3.3.2.8 Dokazovanje prisotnosti spor v tekočih gojiščih 
 
V vzorcih brozg končnih PON-ov iz bioreaktorjev pilotnega in industrijskega merila smo 
dodatno opazovali prisotnost spor. Pripravljene mikroskopske preparate smo najprej 
pobarvali po postopku namenjenemu barvanju spor – barvanje po Schaeffer – Fultonu in 
preparat opazovali pod 1000 x povečavo mikroskopa.  
Poleg barvanja po Schaeffer – Fultonu smo prisotnost spor v tekočih gojiščih testirali s 
poskusom temperaturne obstojnosti spor in micelija. Analizirali smo štiri različne vzorčke 
brozg iz končnih faz bioprocesov na pilotskem merilu (vzorec C, D, E in F). Negativno 
kontrolo je predstavljal vzorec iz vegetativne faze rasti (vzorec A), pozitivna kontrola so bile 
spore iz plošč (vzorec B). Spore smo s plošč postrgali s cepilno zanko in resuspendirali v 5 
ml sterilne DEMI vode. V brezprašni komori smo neredčene vzorce, v dveh ponovitvah in 
ob gorilniku nacepili na trdna gojišča. Na plošče smo nanesli 100 µL vzorca in ga razmazali 
s sterilno spatulo. Preostanek vzorcev smo temperaturno obdelali. Po 3 ml brozge oziroma 
suspenzije spor smo prenesli v sterilne centrifugirke, ki smo jih nato segrevali v predhodno 
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ogreti vodni kopeli. En set centrifugirk smo inkubirali 1 uro pri temperaturi 65 °C, drugi set 
centrifugirk 1 uro pri temperaturi 68 °C. Po inkubaciji smo neredčene vzorce nacepili na 
trdna gojišča, enako kot v prvem primeru. Plošče z vzorci smo inkubirali v inkubatorju pri 
temperaturi 25 °C in po enem tednu opazovali preživelost spor iz različnih vzorcev in 
preživelost vegetativnega micelija pred in po temperaturni obdelavi. 
3.3.2.9 Statistična obdelava podatkov 
 
Podatke smo po končanih analizah izvozili in shranili v programu Microsoft Excel 2013. 
Prav tako smo v programu Microsoft Excel 2013 opravili del analiz, preostale podatke smo 
nato statistično ovrednotili v programu GraphPad Prism 7. Analize so namreč doprinesle k 
ogromni količini podatkov, ki so potrebovali ustrezno statistično obdelavo.  
Velikost spor, razvejanost in viabilnost micelija smo analizirali v programu Microsoft Excel 
2013. Pri tem smo uporabili Studentov t-test za neodvisne vzorce. Testirali smo ali se dve 
neodvisni skupini med seboj, v povprečju določenega niza podatkov, statistično pomembno 
razlikujeta. Razlike so bile statistično značilne oziroma signifikantne pri p ≤ 0,05. 
V programu GraphPad Prism 7 smo izvedli statistično analizo enosmerne variance ANOVA, 
ki ji je sledil ustrezen post hoc test (Tukey test). Testirali smo ali se porazdelitve podatkov 
med vzorci statistično značilno razlikujejo. Naredili smo primerjavo dolžine in debeline hif 
bakterije Streptomyces clavuligerus med različnimi skupinami (bioreaktorji na pilotnem in 
na industrijskem merilu) glede na določen PON. Razlike so bile statistično značilne oziroma 
signifikantne pri p ≤ 0,05. Rezultate smo podali v obliki okvirjev z ročaji (ang. »box and 
whiskers plot«) s 95 % intervalom zaupanja, kjer vsaka vodoravna črta predstavlja 25 % 
podatkov. Spodnji ročaj določata pogojni minimum (najmanjša vrednost, ki ni spodnji 
osamelec) in kvartil Q1, zgornji ročaj določata kvartil Q3 in pogojni maksimum (najvišja 
vrednost, ki ni osamelec). Okvir določata kvartila Q1 in Q3, med njima se nahaja mediana. 
Osamelcev na slikah nismo prikazali. 
Na preostalih slikah so prikazana povprečja meritev ± standardni odklon (SD) oziroma 
povprečja meritev ± standardna napaka povprečja (SEM). S prikazom SD na sliki prikažemo 
kakšna je razpršenost vrednosti in njihovo odstopanje od srednje vrednosti. SEM je kazalec 
natančnosti srednje vrednosti in pri tem upošteva SD in velikost vzorca. Na slikah primerjav 
med različnimi skupinami smo statistično značilne razlike označili z zvezdicami, njihov 
pomen je prikazan v preglednici 3. Pri p > 0,05 vrednosti niso bile več statistično značilne. 
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Preglednica 3: Oznake za p-vrednosti, ki smo jih uporabili na slikah s prikazanimi podatki  
Oznaka p-vrednost 
* p ≤ 0,05 
** p ≤ 0,01 
*** p ≤ 0,001 
**** p ≤ 0,0001 
Pri analizi smo uporabili enačbe:   
 Analiza razvejanosti 
Podatke, ki smo jih pridobili pri analizi dolžine in razvejanosti hif smo uporabili za 
izračun števila konic filamentov glede na hifo povprečne dolžine. Uporabili smo 
podatke o vsoti dolžine in povprečni dolžini vseh hif vključenih v analizo. Izračun 
smo naredili za vsako vidno polje posebej in nato določili standardne odklone (n=20). 
Razvejanost smo tako računali po enačbi: 
 
Razvejanost =  (
N
LS
) × LA   (
št.konic
hifo
)                                                             … (1) 
 
N…število konic na miceliju 
LS…vsota dolžine hif (µm) 
LA…povprečje dolžine hif (µm) 
 
 Analiza HGU (»Hyphal Growth Unit«) 
Za izračun HGU smo uporabili podatke, ki smo jih pridobili pri analizi dolžine in 
razvejanosti hif. Izračun smo naredili za vsako vidno polje posebej in nato določili 
standardne odklone (n=20).  
 
HGU =  (
LS
N
) (
µm
konico
)                                                                                      … (2)                                                                                                                                
LS…vsota dolžine hif (µm) 
N…število konic na miceliju 
 
 Analiza viabilnosti celic 
Iz podatkov analize viabilnosti smo izračunali odstotek živega in mrtvega micelija 
po enačbi (3). Izračun smo naredili za vsako vidno polje posebej in nato določili 
standardne odklone (n=20). 
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Viabilnost = (
AŽ
(AŽ+AM )
) × 100 (%)                                                             … (3) 
AŽ…površina živih celic (µm2) 
AM…površina mrtvih celic (µm2) 
 
 Analiza viskoznosti glede na viabilnost 
Izračunali smo viskoznost glede na odstotek živih celic. Podatke, ki smo jih pridobili 
pri meritvah viskoznosti smo pomnožili z deležem živih celic, ki smo ga pridobili 
med slikovno analizo. Izračun smo naredili za vsako vidno polje posebej in nato 
določili standardne odklone (n=20). 
 
 
ηŽ =  η × delež živih celic (cP)                                                                         … (4) 
 
 ηž…viskoznost živih celic 
 η…viskoznost 
 Analiza specifične produktivnosti 
Podatke o koncentraciji klavulanske kisline pridobljene pri analizi HPLC smo delili 
z vrednostmi pridobljenimi z Aber Biomass Monitoring sistemom. Zaradi ohranjanja 
poslovnih skrivnosti, smo vrednost pomnožili še z izbrano konstanto. Slike tako ne 
prikazujejo dejanskih vrednosti, ampak korelacije med spremenljivkami. 
 
Qp =  
cCA
kapacitanca
 x K 
                                                                                        … (5) 
Qp…specifična produktivnost 
cCA .. koncentracija klavulanske kisline 
K…izbrana konstanta 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO  
 
4.1 OPTIMIZACIJA METODE KVANTIFIKACIJE MORFOLOŠKIH PARAMETROV 
 
4.1.1 Optimizacija priprave mikroskopskih preparatov 
 
Priprava mikroskopskih preparatov je predstavljala enega izmed ključnih korakov v 
celotnem postopku. Za pridobitev zanesljivih rezultatov smo se morali lotiti priprave 
mikroskopskih preparatov takoj po vzorčenju iz bioreaktorja. Vzorec brozge smo najprej 
opazovali pod faznim kontrastom na mikroskopu in se nato odločali o redčenju brozge. Pri 
pripravi redčitev smo delali z večjimi volumni in 5 ml pipetami. Pripravljene redčitve smo 
premešali z nežnim obračanjem centrifugirk. S takšnim načinom priprave smo omejili 
trganje micelija, do katerega bi lahko prišlo ob uporabi nastavkov za pipete z ožjim grlom 
oziroma ob uporabi vibracijskih mešal. Pomembno je bilo, da smo naredili čim tanjši razmaz 
na objektnem stekelcu. Vizualna detekcija kulture na objektnem stekelcu je namreč že 
nakazovala na preveliko količino vzorca oziroma premalo redčeno brozgo. Izbrali smo 
temperaturno fiksacijo, saj je ta omogočila hitro in enostavno adhezijo celic na objektno 
stekelce in preprečila gibanje vzorca med kasnejšim zajemanjem slike. Poleg tega se je s 
fiksacijo in posledičnim zmanjšanjem debeline vzorca izboljšal fokus. 
 
4.1.2 Optimizacija barvanja micelija  
 
Micelij bakterije Streptomyces clavuligerus smo morali za uporabo pri digitalni slikovni 
analizi najprej kontrastirati. Pri tem smo uporabili raztopino barvila kristal vijolično, ki nam 
je omogočilo opazovanje micelija v svetlem polju mikroskopa. Barvilo kristal vijolično je 
sestavni del kompleta namenjenega barvanju po Gramu. Metoda diferencialnega barvanja 
po Gramu je ena izmed najpomembnejših metod barvanja v mikrobiologiji in omogoča 
razvrščanje bakterij v dve veliki skupini, grampozitivne ter gramnegativne bakterije. 
Barvanje temelji na razlikah v zgradbi bakterijske celične stene, ki je pri grampozitivnih 
bakterijah sestavljena iz debelejše plasti peptidoglikana in ima nižjo vsebnost lipidov kot pri 
gramnegativnih bakterijah (Madigan in sod., 2014: 45). 
Vzorci brozg, ki smo jih uporabili pri analizi so vsebovali kulturo bakterij Streptomyces 
clavuligerus za katere vemo, da so po Gramu pozitivne bakterije. Pripravljene temperaturno 
fiksirane preparate smo vseeno najprej pobarvali z upoštevanjem celotnega postopka 
barvanja po Gramu (Sigma-Aldrich, 2013) in nato samo z uporabo barvila kristal vijolično.  
Streptomicete so se pri postopku barvanja po Gramu obarvale temno modro do vijolično. 
Predvidevali smo, da se bodo s safraninom obarvale mrtve hife, ki nimajo več intaktne 
celične stene in bomo s tem še povečali kontrast med mrtvimi in živimi celicami. 
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Barvanje smo ponovili še z uporabo raztopine kristal vijoličnega. Na temperaturno fiksiran 
preparat smo v tankem sloju nanesli raztopino barvila kristal vijolično, ga nežno razmazali 
s cepilno zanko in pustili učinkovati na preparatu 60 sekund. Nato smo barvilo izdatno spirali 
z DEMI vodo in pustili preparat, da se posuši.  
   
Slika 12: Primerjava med barvanjem s kristal vijoličnim in barvanjem po Gramu. Levo je končni rezultat 
barvanja, temperaturno fiksiranega mikroskopskega preparata z barvilom kristal vijolično, ter spiranja z DEMI 
vodo. Temno modro so se obarvale žive hife, medtem ko so bile mrtve hife obarvane bledo vijolično. Desno 
je prikazan rezultat barvanja po Gramu. Žive hife so postale temnejše, mrtve hife so rahlo rdečkasto obarvane. 
Rahlo rdeče barve je tudi ozadje. Sliki sta zajeti pod 400 x povečavo mikroskopa. 
 
Primerjava med različnima načinoma barvanja ni pokazala razlik, saj so se mrtve hife rahlo 
rožnato do vijolično obarvale tudi s kristal vijoličnim. Barvilo safranin, ki da rahlo rdečkasto 
obarvanost ni bistveno doprineslo h kontrastiranju mrtvih hif. Poleg tega se je zaradi uporabe 
safranina rdečkasto obarvalo tudi ozadje preparata, kar nismo rešili niti z izdatnim spiranjem 
z DEMI vodo (slika 12). Pretirana obarvanost ozadja pri sledeči slikovni analizi ni bila 
zaželena, tako smo se odločili, da nadaljne postopke barvanja poenostavimo in bistveno 
pospešimo s samostojno uporabo raztopine kristal vijoličnega. Tudi v literaturi smo zasledili, 
da so pri barvanju micelija streptomicet večkrat uporabili le kristal vijolično (Drouin in sod., 
1997; Pinto in sod., 2004) in ne celotnega kompleta za barvanje po Gramu.  
4.1.3 Zajemanje in predobdelava slik s programom Image-Pro Premier 9.2  
 
Na zajetih fotografijah micelija (slika 13) temno modro obarvan micelij predstavlja žive 
celice, medtem ko so bledo vijolično obarvane celice brez celične vsebine in s poškodovano 
celično membrano. Kot take smo jih upoštevali za mrtve. Takšne hife v literaturi včasih 
zasledimo pod imenom »ghost cells« (Flärdh, 2003b). Mrtve celice so se pojavljale v barvah 
od bledo modre, bledo vijolične do roza barve, odvisno od nastavitev mikroskopa in kamere 
pri zajemanju fotografij. 
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Slika 13: Prikazan je primer vzorca brozge iz pilotnega bioreaktorja v stacionarni fazi rasti. Levo je prikazan 
neredčen vzorec fermentacijske brozge pod faznim kontrastom mikroskopa (200 x povečava). Desna slika 
prikazuje pobarvan mikroskopski preparat ustrezno redčene brozge (400 x povečava). Razlikujemo lahko med 
živimi in mrtvimi hifami, ki so označene s puščicami.  
 
Zajete fotografije je možno pred analizo obdelati z različnimi filtri. Kljub tej možnosti, je 
bilo za našo analizo ključno, da smo že sprva pridobili čim bolj jasne in kontrastne slike.  
4.1.4 Analiza v programu Image-Pro Premier 9.2  
 
4.1.4.1 Analiza dolžine hif 
 
Za zanesljivo analizo dolžine hif je bilo potrebno iz analize izključiti hife, ki se dotikajo 
katerekoli mejne ploskve na sliki, saj pri analizi teh hif ne bi zajeli celotne dolžine in bi tako 
dobili lažne rezultate (krajše hife kot so v resnici). Odstranili smo tudi manjše nečistoče, ki 
so se pojavljale na slikah v ozadju in jih spiranje barvila s stekelc ni odstranilo. Sprva smo 
nečistoče odstranjevali ročno. Ob tem smo ugotovili, da ročno odstranjevanje objektov iz 
slik zahteva občutno preveč dela. Namesto ročnega odstranjevanja motečih objektov smo 
uporabili in regulirali filter za območja »Ranges« na zavihku »Count/Size« in na tak način 
uspeli odstraniti večino nečistoč na slikah.  
Ker nas je zanimala le dolžina hif živega micelija, je bilo potrebno sprva ločiti živ (obarvan 
temno modro) od mrtvega (obarvan svetlo vijolično do roza) micelija in ozadja. Uporabili 
smo segmentacijo oziroma razčlenitev, ki je pri digitalni slikovni analizi običajno prvi in 
ključen korak. Sliko lahko razčlenimo glede na svetilnost (intenziteto) elementov, barvo ali 
teksturo slike (Image-pro …, 2013: 14-15). Mi smo jo razčlenili glede na razlike v barvah 
(slika 14, desno). 
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Slika 14: Prikazana je izvorna slika mikroskopskega preparata, ki smo jo uporabili pri analizi (levo) ter primer 
segmentacije temno obarvanega micelija od svetlega micelija in ozadja (desno). Sliki sta zajeti pod 400 x 
povečavo mikroskopa.  
 
Na sliko smo nato aplicirali makro, ki je izvorno sliko po segmentaciji pretvoril v binarno 
sliko (slika 15). Pri binarni sliki je za zapis vrednosti piksla potreben le en bit. Vrednost 
pikslov je tako lahko 0 ali 1 (Mesquita in sod., 2013). Prej temno obarvan micelij je dobil 
vrednost pikslov 1 (na binarni sliki bele barve), medtem ko je ozadje dobilo vrednost pikslov 
0 (na binarni sliki črne barve). Pri nastanku binarne slike se lahko zgodi, da ta vsebuje 
neželene informacije, ki so posledica prisotnosti motečih delcev (šuma), delcev z luknjami 
ali delcev ob robovih slik. Takšni objekti lahko kasneje ovirajo analizo in tako je pomembno, 
da se jih z regulacijo območja meritev znebimo že pred aplikacijo binarne slike.  
 
Slika 15: Binarna slika, ki je nastala po segmentaciji. Prej temno obarvan micelij je dobil vrednost pikslov 1 
(na binarni sliki bele barve), medtem ko je ozadje dobilo vrednost pikslov 0 (na binarni sliki črne barve). Slika 
je zajeta pod 400 x povečavo mikroskopa. 
33 
Slakan A. Optimizacija … mikroskopsko kvantifikacijo morfoloških značilnosti … Streptomyces. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
Za bolj natančne meritve dolžine hif smo uporabili tridimenzionalni filter za tanjšanje 
»Thinning«. S postopkom skeletonizacije smo micelij stanjšali na debelino enega piksla 
(sliki 16 in 17). Na tak način smo hife, ki so se držale tesno skupaj, nekoliko ločili in jih je 
program kasneje upošteval kot posamične in ne kot eno hifo. 
 
Slika 16: Micelij po skeletonizaciji. Po aplikaciji filtra »Thinning« je ostal skelet (ogrodje) micelija v širini 
enega piksla. Slika je zajeta pod 400 x povečavo mikroskopa. 
 
 
Slika 17: Micelij po skeletonizaciji – približan pogled prejšne slike. 
 
Meritve hif smo najprej izvajali tako, da smo posamezno hifo označili in program je nato 
izmeril njeno dolžino. Ker smo na tak način pridobili manjšo količino podatkov, ki niso 
zadostovali za ustrezno statistično ovrednotenje rezultatov dolžine, smo v program Image-
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pro Premier 9.2 uvozili dodatek »Fiber Separation«. Dodatek je zasnovan za namen 
ločevanja in meritev dolžine ter debeline vlaken (Fiber …, 2013). Dodatek smo priredili za 
naše potrebe in ga uporabili pri analizi dolžine in debeline hif bakterije Streptomyces 
clavuligerus. Problem pri analizi dolžine micelija so predstavljale predvsem hife, ki so 
potekale ena preko druge. V začetnih poskusih analize smo tako večkrat dobili napačne 
rezultate, saj so rezultati kazali na večje število hif krajše dolžine. Do rešitve smo prišli tako, 
da smo se lotili optimizacije nastavitev različnih parametrov. 
Parametri, ki smo jih regulirali v programskem dodatku »Fiber Separation« so bili (Fiber …, 
2013):  
 »Fiber Thickness« oziroma debelina vlaken, ki določa najmanjšo debelino hif, ki so 
vključene v analizo. V primeru, da na slikah predhodno uporabimo filter »Thinning« 
mora biti ta vrednost nastavljena na debelino enega piksla.  
 »Minimum Lenght« parameter določa minimalno dolžino analiziranih hif. Hif, ki so 
krajše od nastavljene vrednosti, program ne upošteva pri analizi. Minimalno dolžino 
hif smo nastavili na 27 pikslov in se s tem znebili manjših nečistoč, ki so se pojavljale 
na slikah. 
 »Angle deviation« oziroma odstopanje kota določa stopnjo ukrivljenosti hif na sliki. 
Različna vejišča se povežejo v primeru, ko je kot α med vektorjema (dolžine mL), ki 
potekata skozi dva različno ukrivljena dela hife, manjši od nastavljene vrednosti 
parametra (slika 18). Določili smo najvišjo možno vrednost ukrivljenosti hif in sicer 
180 pikslov. Pri nizki vrednosti parametra »Angle deviation« bodo povezane le ravne 
hife. Višjo vrednost kot nastavimo, bolj je lahko posamezna hifa ukrivljena ter jo 
program ne razcepi na več delov, ampak jo obravnava kot eno hifo.  
 
Slika 18: Določitev parametra »Angle deviation« pri analizi z dodatkom »Fiber Separation«. Slika 
prikazuje potek vektorjev (modre barve)  in kot α med njima. V primeru, da je kot α med vektorjema 
(dolžine mL), ki potekata skozi dva različno ukrivljena dela hife manjši od nastavljene vrednosti 
parametra, so različna vejišča povezana (povzeto po Fiber …, 2013). 
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 »Search radius« oziroma iskalni obseg mora biti večji od nastavljene minimalne 
dolžine. Določa področje prekrivajočega se micelija, ki ga bo program analiziral in 
kjer bo iskal povezave med hifami. Vrednost smo nastavili na 6 pikslov. 
 »Maximum Overlap« oziroma maksimalno prekrivanje določa območje, kjer se dve 
hifi lahko prekrivata, a sta hkrati ločeni v primeru vidnega izhoda (slika 19). 
Regulacija parametra je bila za nas ključna pri analizi dolžine. Najbolj optimalne 
rezultate smo dobili ob nastavitvi vrednosti parametra na en piksel. Na tak način so 
bile hife, ki so potekale druga preko druge ločene in obravnavane posamično. 
 
Slika 19: Parameter »Maximum overlap« v dodatku »Fiber Separation« določa območje, kjer se hifi 
prekrivata in sta kljub temu obravnavani kot dve posamezni hifi (povzeto po Fiber …, 2013). 
 
Poleg zgoraj opisanih parametrov smo pri analizi dolžine odstranili možnost temna vlakna 
na svetlem ozadju. V primeru binarne slike smo namreč analizirali svetla vlakna na temnem 
ozadju. Vlakna lahko analiziramo na izvorni barvni oziroma črno-beli sliki, binarni sliki ali 
po skeletonizaciji. Pod »Output line type« smo vedno izbrali »Polyline«. V kolikor smo 
želeli na slikah izvesti meritve smo pod »Output target« izbrali opcijo »Measurements«. Klik 
na »Separate fibers« je nato ločil hife glede na prej nastavljene parametre.  
Dodatek »Fiber Separation« upošteva pri analizi tudi nekatere druge nastavitve v programu 
Image-Pro Premier 9.2. Z nastavitvijo opcije »Clean Borders« niso bile del analize hife, ki 
so se dotikale robov slike. Rezultat analize hif v dodatku »Fiber Separation« je predstavljen 
na sliki 20. 
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Slika 20: Primer analize dolžine hif. Različne barve na sliki predstavljajo različne dolžinske razrede, kar 
pomeni, da so hife enake barve podobne tudi v dolžini. Slika je zajeta pod 400 x povečavo mikroskopa. 
 
Pred statističnim ovrednotenjem dolžine hif smo iz rezultatov pri vsakem vzorcu najprej 
odstranili hife krajše od 20 µm. Med analizo smo namreč pridobili informacije o dolžini, 
med katerimi so bili tudi artefakti, podatki potrganih hif in izredno kratkih hif, ki so komaj 
pričele izraščati iz micelija. Te vrednosti so predstavljale obsežno količino podatkov, tako 
da so zakrile za nas relevantne podatke, zato smo vrednosti iz analize izključili. 
4.1.4.2 Analiza debeline hif 
 
Določili smo minimalne in maksimalne vrednosti, ki naj jih program upošteva pri analizi in 
se tako znebili nečistoč v ozadju slik. 
Strukture na sliki smo razčlenili z uporabo »Smart Segmentation« orodja, ki je ena izmed 
bistvenih prednosti programa Image-Pro Premier 9.2. Pametna segmentacija deluje tako, da 
razčleni objekte z določeno lastnostjo od objektov z drugačnimi lastnostmi ali od ozadja z 
uporabo večparametrskega separacijskega algoritma minimalne razdalje. Razčlenitev poteka 
na nivoju pikslov. Program za vsak objekt, ki nas zanima (razred), in za ozadje izračuna 
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srednjo vrednost pikslov. Razvrstitev pikslov na sliki nato poteka po načelu evklidske 
razdalje, ki je izračunana iz vrednosti vsakega piksla na sliki in iz srednjih vrednosti objektov 
oziroma ozadja. Program nato dodeli posamezni piksel tistemu razredu, ki mu je po razdalji 
najbližje (Reedy in sod., 2014). Glede na parametre segmentacije program ustvari 
segmentacijsko masko, zaradi katere lahko objekte nato izmerimo ali preštejemo (slika 21). 
Vrednosti parametrov segmentacije smo morali sprva določiti, tako da smo označili različne 
razrede micelija na sliki (žive in mrtve celice) ter ozadje. Na tak način smo ustvarili 
segmentacijski recept, ki smo ga shranili in pri naslednji analizi ponovno naložili. Paziti smo 
morali le, da so bile zajete fotografije mikroskopskih preparatov dovolj podobne v izgledu 
(osvetlitev in kontrast). Segmentacijski recept vključuje parametre z maksimalno stopnjo 
razlike med posameznimi objekti in ozadjem (slika 22). 
 
Slika 21: Primer razčlenitve objektov in ozadja na sliki z uporabo opcije »Smart Segmentation«, kjer 
razčlenitev poteka na nivoju pikslov. Sami določimo kaj na sliki predstavlja različne razrede objektov in kaj 
ozadje. Program nato dodeli posamezni piksel na sliki tistemu razredu, ki mu je po razdalji najbližje. Glede na 
parametre segmentacije program ustvari segmentacijsko masko, zaradi katere lahko objekte nato izmerimo ali 
preštejemo. Slika je zajeta pod 400 x povečavo mikroskopa. 
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Slika 22: Segmentacijski recept, ki določa vrednosti segmentacije in ga lahko shranimo ter kasneje zopet 
naložimo. 
 
Po razčlenitvi smo aplicirali masko »Smart Mask« in nato uporabili orodje za določitev 
praga »Threshold Tool« (slika 23). Tega smo glede na predhodna poizkušanja nastavili na 
vrednosti intenzitet od 93 do 200 in takšne nastavitve uporabili pri vseh kasnejših analizah. 
Določitev mejne vrednosti ali praga (»Threshold«) oziroma upragovljanje (»Thresholding«) 
je operacija s katero sliko razdelimo v dve območji. Vrednosti pikslov (npr. njihove 
intenzitete), ki se nahajajo znotraj postavljenega praga predstavljajo območje na sliki, ki ga 
želimo ovrednotiti. Vrednosti pikslov zunaj praga predstavljajo ozadje. Predmete, ki so nas 
zanimali, smo tako popolnoma ločili od ozadja (Image-pro …, 2013; Mesquita in sod., 
2013).  
 
Slika 23: Na sliki je predstavljena uporaba opcije »Smart Mask«, s katero smo označili žive hife. Temu je 
sledilo upragovljenje, kjer smo vedno določili »Threshold« vrednost 93-200 in tako omogočili primerljive 
analize debeline hif. Slika je zajeta pod 400 x povečavo mikroskopa. 
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Slika, kjer smo določili prag, je bila nato pretvorjena v binarno sliko. Nato smo podobno kot 
pri analizi dolžine hif, tudi pri analizi debeline hif uporabili dodatek »Fiber Separation«, kjer 
smo regulirali različne parametre in izbrali najustreznejšo možnost za analizo debeline hif. 
Rezultat analize debeline hif prikazuje slika 24. 
Glavni problem pri analizi debeline hif so predstavljale hife, ki so potekale druga ob drugi. 
Program je takšne hife obravnaval kot eno hifo. Med rezultati so se tako pojavljale vrednosti, 
ki so bile bistveno višje kot je bila dejanska debelina hif. V takšnem primeru smo morali 
uporabiti orodje »Manually split« in med hifami sami narisati črto, ki je hife ločila. Takšna 
analiza je zahtevala več časa, poleg tega smo morali biti pri delu izredno natančni.  
Pri nastali binarni sliki so bile določene hife videti debelejše kot so v resnici. Tako smo v 
programu Microsoft Excel, iz rezultatov odstranili hife debeline dva in več mikrometrov. Za 
takšno vrednost smo se odločili, ker se je na tem mestu večinoma pojavil opazen preskok v 
vrednostih izmerjene debeline. Poleg tega je primerjava označenih struktur na sliki in 
izmerjenih vrednosti tudi pokazala, da vrednosti dva ali več mikrometrov pripadajo 
paralelno potekajočim oziroma zlepljenim hifam in nečistočam, ki so kljub ustrezni obdelavi 
ostale na slikah. 
 
Slika 24: Primer analize debeline hif, kjer smo hife ločili in jim določili debelino z uporabo dodatka »Fiber 
Separation«. Različne barve predstavljajo različne dolžinske razrede hif. Slika je zajeta pod 400 x povečavo 
mikroskopa. 
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4.1.4.3 Analiza razvejanosti micelija 
 
Določiti smo želeli število konic (angl.: tips) in število razvejišč micelija (angl.: branches) 
med rastjo bakterije Streptomyces clavuligerus.  
Za analizo smo tako uporabili makro, ki omogoča razčlenitev struktur na sliki z uporabo 
opcije »Smart Segmentation«. Na žive micelijske hife, izvorno temno modre do vijolične 
barve, je program po razčlenitvi nanesel segmentacijsko masko. Celotna površina živega 
micelija je pripadla enemu razredu. Uporabili smo makro, ki spremeni sliko s 
segmentacijsko masko v binarno sliko in nato izvede morfološko operacijo skeletonizacije. 
Rezultat je bil micelij širine hif enega piksla.  
Po skeletonizaciji smo uporabili makro »Razvejanost«, ki na sliko aplicira tridimenzionalni 
filter »Branch/End«. Skelet (ogrodje) micelija je sestavljeno iz hif, razvejišč hif in konic hif. 
»Branch/End« filter prešteje število svetlih pikslov v 3x3 okolju in glede na to število določi 
intenziteto osrednjega piksla. Različni deli ogrodja imajo po uporabi »Branch/End« filtra 
določeno intenziteto (Image-pro …, 2013). Z uporabo različnih območij praga »Threshold« 
smo jih nato enostavno prešteli. Na sliki 25 so z rumeno barvo označene hife, z modro konice 
filamentov in z rdečo barvo razvejišča na miceliju. 
 
Slika 25: Približan pogled analize razvejanosti z uporabo »Branch/End« filtra. Rdeče so označena razvejišča 
(angl. branches), modro konice hif (angl. tips) in rumeno hife (angl. hyphae). 
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Z analizo smo pridobili podatke o številu konic in razvejišč micelija. Podatke o številu hif 
smo pridobili že pri analizi dolžine hif, kjer nam je program podal dolžino za vsako 
posamezno hifo. Podatkov o številu hif, ki nam jih generira analiza razvejanosti, pri analizi 
razvejanosti nismo mogli uporabiti. V tem primeru je namreč program kot eno hifo določil 
dolžino od enega razvejišča do drugega. S takšnimi rezultati dolžin hif bi lahko bila naša 
analiza podcenjena oziroma napačna. Prav tako kasneje pri analizi nismo uporabili 
rezultatov analize razvejišč. Rezultati namreč niso bili točni, saj je program določil, da je 
prisotno razvejišče tudi tam, kjer je šlo le za prekrivanje dveh različnih hif. Končno število 
razvejišč je bilo tako previsoko (sliki 26 in 27). 
 
Slika 26: Primer slike, ki daje napačne rezultate pri analizi razvejišč. Z rdečo je označen primer področja, kjer 
se hife med seboj prekrivajo in tako vplivajo na analizo razvejanosti. Prikazana je digitalno povečana slika 
(izvorno 400 x povečava micelija). 
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Slika 27: Primer analize razvejišč, ki so na sliki označena z rdečo. Program je določil razvejišče tudi tam, kjer 
gre le za prekrivanje dveh hif. Takšna analiza je napačna. 
 
Ugotovili smo tudi, da moramo biti pri analizi razvejanosti pozorni predvsem na primer 
fragmentacije, kjer je velika večina micelija v obliki kratkih fragmentov. Dolžina hif namreč 
lahko vpliva na rezultate razvejanosti in v takšnih primerih ne moremo določiti realne 
stopnje razvejanosti micelija. Da smo napake, ki bi nastale zaradi različne količine biomase 
in različnih dolžin hif na vidno polje, drastično zmanjšali smo razvejanost opredelili s 
pomočjo enačbe (1) in pri tem uporabili podatke, ki smo jih pridobili pri analizi dolžine in 
razvejanosti hif. Izračunali smo število konic filamentov glede na skupno dolžino vseh hif 
(tudi najkrajših) posameznega vidnega polja pri določenem PON-u in te vrednosti pomnožili 
s povprečno dolžino hif posameznega vidnega polja pri določenem PON-u. Tako smo dobili 
število konic na hifo povprečne dolžine.  
4.1.4.4 Analiza viabilnosti micelija 
 
Pri analizi viabilnosti smo strukture na sliki, z uporabo orodja »Smart Segmentation«, 
najprej razčlenili na tri dele – mrtve celice, žive celice in ozadje. Vrednosti segmentacije, ki 
smo jih določili ob prvi analizi, smo shranili v datoteko. S tem smo si kasneje delo bistveno 
olajšali.  
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Bistven problem pri analizi površine živega in mrtvega micelija je bil odsev, ki se je po 
uporabi orodja »Smart Segmentation« pojavljal okoli živega micelija. Program je ta odsev 
obarval z enako barvo kot mrtve celice, kar je vodilo do napačnih rezultatov. Ugotovili smo, 
da lahko problem rešimo z znižanjem osvetlitve na mikroskopu in povečanjem kontrasta z 
regulacijo aperturne zaslonke pod kondenzorjem mikroskopa. Potrebna je bila tudi velika 
natančnost pri ustvarjanju segmentacijskega recepta.  
Mrtev in živ micelij smo na koncu uspeli ločiti kot je prikazano spodaj na sliki 28. Določeni 
deli micelija niso označeni s segmentacijsko masko zaradi nedefinirane obarvanosti z 
barvilom. V tem primeru gre za micelij, ki počasi odmira in barva ni popolnoma temno 
modra ali svetlo vijolična do roza, ampak se pojavlja v vmesnih odtenkih. 
 
Slika 28: Primer analize viabilnosti bakterij z uporabo orodja »Smart Segmentation«, ki razčleni strukture na 
sliki glede na razlike v barvah in nanje aplicira masko. Zeleno obarvane hife predstavljajo žive celice, rdeče 
obarvane hife so mrtve. Vmes ostajajo deli, ki niso jasno obarvani z barvili in jih program ni definiral. 
Segmentacijska maska nam omogoča nadaljno kvantifikacijo posameznih struktur na sliki. Določimo lahko 
površino živih in mrtvih celic ter tako pridobimo podatke o viabilnosti v vzorcu. Slika je zajeta pod 400 x 
povečavo mikroskopa. 
 
4.1.5 Avtomatizacija analize 
 
Eden izmed danes še vedno aktualnih izzivov s katerim se soočamo pri digitalni slikovni 
analizi, je avtomatizacija postopka. Za pridobitev natančnih rezultatov je potrebna delna 
ročna obdelava slik. Reševanja tega izziva smo se lotili z vpeljavo makrov in orodja »Batch 
processing« v obdelavo in analizo slik v programu Image-pro Premier 9.2, s čimer smo delo 
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poskusili čimbolj poenostaviti in standardizirati ter tako zmanjšati odklone do katerih bi 
lahko prišlo pri analizah.  
Makro je niz računalniških navodil oziroma ukazov zapisan v programskem jeziku. 
Ustvarimo ga tako, da niz ukazov posnamemo in program jih nato shrani kot skriptno 
datoteko. Bolj zahtevni uporabniki se lahko lotijo direktnega oblikovanja makrov v 
kodiranem zapisu. Poleg makrov lahko v program uvedemo mini programe (dodatke), ki 
delujejo znotraj programa Image-pro Premier 9.2 in razširijo funkcionalnost osnovnega 
programa. Še večjo avtomatizacijo smo dosegli z izbiro orodja »Batch processing«, ki nam 
omogoča izvedbo zaporedja opravil iz paketne datoteke v katero lahko vključimo različne 
makre in dodatke (Image-pro …, 2013: 477). Omenjeno orodje nam je omogočilo hkratno 
analizo večjega števila slik. V našem primeru smo hkrati analizirali dvajset zajetih slik 
oziroma vidnih polj enega preparata in na ta način pridobili ogromno količino podatkov, ki 
smo jih kasneje statistično ovrednotili.  
4.1.6 Vpliv priprave preparatov in analize na rezultate 
 
Pokazali smo, da način priprave mikroskopskih preparatov in način analize morfoloških 
parametrov bistveno vplivata na rezultate. Pomembno je, da se po vzorčenju, če želimo priti 
do reprezentativnih rezultatov, čimprej lotimo priprave mikroskopskih preparatov. Z delom 
v večjih volumnih, uporabo pipet z nastavki večjega volumna in nežnim mešanjem vzorca v 
centrifugirki, lahko bistveno omejimo trganje micelija. V nasprotnem primeru, bi verjetno 
predvsem pri analizi dolžine hif, dobili napačne rezultate o povprečni dolžini hif. Pri 
temperaturni fiksaciji pazimo, da z objektnim stekelcem izvedemo le nekaj krožnih gibov 
nad plamenom, nato preparat pustimo, da se dalje suši na zraku. Premočno segrevanje 
preparata bi lahko potencialno vplivalo na napačno analizo debeline hif in viabilnosti celic. 
Izdatno spiranje preparatov z DEMI vodo po zaključku barvanja nam kasneje omogoča lažjo 
analizo, saj se na tak način lahko v veliki meri znebimo obarvanosti ozadja. Pri zajemanju 
slik z mikroskopom poskušamo pridobiti slike s primerno osvetlitvijo in dobrim kontrastom. 
Pri tem reguliramo intenziteto svetlobe, aperturno zaslonko pod kondenzorjem in filtre LBD 
(popolnoma zapremo), ND6 (popolnoma odpremo) in ND25 (popolnoma odpremo).  
Tudi način analize bistveno vpliva na rezultate. Pred analizo nastavimo maksimalne in 
predvsem minimalne vrednosti meritev. Na tak način se lahko izognemo številnim manjšim 
artefaktom v ozadju, ki so ponavadi posledica ostankov gojišča v vzorcu in se prav tako 
obarvajo s kristal vijoličnim. Pred analizo dolžine je nujna odstranitev hif, ki se dotikajo mej 
na zajeti sliki, v nasprotnem primeru bi bila izračunana povprečna dolžina hif napačna. Pri 
analizi dolžine hif je bila za nas pomembna vpeljava dodatka »Fiber Separation«, kjer smo, 
kot že opisano, lahko regulirali različne parametre in na tak način bistveno izboljšali analizo. 
Pri analizi debeline je ključna uporaba »Smart Mask«, saj so le z uporabo vedno enake 
vrednosti upragovljenja, analize med seboj primerljive. Za analizo viabilnosti moramo z 
uporabo »Smart Segmentation« orodja dobro definirati kaj predstavlja ozadje. Ko enkrat 
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segmentacijski recept shranimo, moramo paziti, da za nadaljne analize uporabljamo slike, ki 
so podobne glede osvetlitve, barve in kontrasta. Le na tak način bomo pridobili rezultate, ki 
jih lahko dalje uporabimo. Pri analizi razvejanosti, predvsem določanju števila razvejišč 
pazimo, da se hife ne prekrivajo. Število konic moramo preračunati na skupno dolžino hif, s 
čimer izničimo napake zaradi različne količine biomase na vidnem polju. Poleg tega moramo 
upoštevati tudi povprečno dolžino hif, zaradi prisotnosti različnega števila različno dolgih 
hif. 
4.2 APLIKACIJA METODE KVANTIFIKACIJE MORFOLOŠKIH PARAMETROV 
 
4.2.1 Morfologija streptomicet na laboratorijskem merilu 
 
Na laboratorijski merilu smo opazovali rast in razvoj kulture Streptomyces clavuligerus v 
laboratorijskih gojitvenih steklenicah. Pod mikroskopom smo spremljali razvoj spor v 
nerazvejane in razvejane proste filamente. Ti filamenti so nato tvorili številne preplete, ki so 
vodili v nastanek skupkov micelija in večjih peletov. Med potekom procesa smo merili 
povprečni premer peletov, poleg tega smo spremljali tudi viskoznost in metabolno aktivnost 
pri streptomicetah.  
 
Slika 29: Povprečni premer peletov, viskoznost in respiracija pri bakteriji Streptomyces clavuligerus iz 
laboratorijskih gojitvenih steklenic v različnih časih po nacepitvi. Prikazana so povprečja meritev in SD 
(viskoznost in respiracija n=2, peleti n=10). 
 
Slika 29 prikazuje rezultate meritev viskoznosti z rotacijskim viskozimetrom, določanja 
respiracije mikroorganizmov z resazurinom in rezultate meritev povprečnega premera 
peletov v programu Image-Pro Premier 9.2. 
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Peleti so dosegli največji povprečni premer pri PON 36 h in sicer 265,9 ± 47,5 µm. Temu je 
sledil upad v rasti, ki se je sprva pokazal kot zmanjšan povprečni premer peletov. Pri PON 
48 h med mikroskopsko analizo peletov nismo več opazili, saj so le-ti fragmentirali. Pri istem 
PON-u smo zaznali očiten padec v viskoznosti iz katerega lahko sklepamo na zmanjšanje 
koncentracije celic (biomase). Meritve z resazurinom, ki kažejo na raven metabolizma pri 
mikroorganizmih, so pri istem PON-u pokazale zmanjšano metabolno aktivnost 
mikroorganizmov.  
 
Slika 30: Razvoj micelija pri bakteriji Streptomyces clavuligerus v laboratorijskih gojitvenih steklenicah z 
vmesnim procesom diferenciacije. Pod mikroskopom smo, z barvanjem s kristal vijoličnim, spremljali rast in 
razvoj streptomicet iz spor. Okoli oseminštiridesete ure bioprocesa je prišlo do razgradnje micelija, kasneje pa 
je opazna ponovna rast bakterije S. clavuligerus v obliki gostih prepletov micelija in peletov. Slike so zajete 
pod 200 x povečavo mikroskopa. 
 
Glede na mikroskopsko analizo preparatov (slika 30) in pregled obstoječe literature smo 
ugotovili, da med bioprocesom najverjetneje pride do procesa PCD in diferenciacije. 
Podobne rezultate namreč navajajo Manteca in sod. (2008), ki so s poskusi v laboratorijskih 
gojitvenih steklenicah pri bakteriji Streptomyces coelicolor dokazali, da med rastjo 
streptomicet prihaja do procesov diferenciacije. Z uporabo fluorescenčnih barvil in 
meritvami različnih parametrov so pokazali, da sprva pride do procesa PCD znotraj peletov. 
Nato se okrog petdesete ure procesa, pri vcepku z visoko koncentracijo spor, zgodi upad v 
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rasti in diferenciacija (slika 31). Gre za prehodno fazo med primarnim in sekundarnim tipom 
micelija, kar po času sovpada z našimi rezultati. Podobne rezultate, z razliko, da so uporabili 
manjše laboratorijske bioreaktorje, navajajo tudi Rioseras in sod. (2014).  
 
Slika 31: Slika prikazuje meritve suhe biomase pri dveh različnih vcepkih spor (Manteca in sod., 2008). 
 
Mikroskopski pregled kulture je v našem primeru pokazal, da med upadom v rasti ni prišlo 
do popolne razgradnje micelija. V kulturi so ostali izmenjajoči se segmenti živega in mrtvega 
micelija iz katerega predvidevamo, da kasneje zraste nov micelij. Pri PON 54 h lahko namreč 
ponovno opazimo pelete s povprečnim premerom 199,8 ± 22,4 µm in večjo količino prostega 
micelija. Ponovno so se zvišale tudi vrednosti viskoznosti in metabolne aktivnosti 
mikroorganizmov. Iz prvotne kulture s primarno peletasto rastjo je po upadu v rasti in ostalih 
parametrih nastala kultura z rastjo pretežno v obliki micelijskih prepletov in le posamičnih 
peletov, kar lahko pomeni nastanek drugačnega tipa micelija. 
Opisane značilnosti poteka bioprocesa smo ob spremljanju rasti in razvoja bakterije 
Streptomyces clavuligerus, v laboratorijskih gojitvenih steklenicah pod določenimi pogoji 
in v določenih testnih gojiščih opazili že večkrat v preteklih poskusih, vendar se je večina 
manj intenzivnih padcev v viskoznosti oziroma pri meritvah z resazurinom pripisovala 
merskim napakam.  
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4.2.2 Sporulacija v tekočem gojišču v bioreaktorju  
 
Bakterije iz rodu Streptomyces navadno producirajo spore v naravnih okoljih in na trdnih 
gojiščih. Poleg tega so pri nekaterih vrstah bakterij Streptomyces dokazali, da se sporulacija 
pod določenimi pogoji pojavlja tudi v tekočih gojiščih (Kendrick in Ensign, 1983; Daza in 
sod., 1989; Glazebrook in sod., 1990; Rueda in sod., 2001). Kljub temu se zračne in 
submerzne spore med seboj nekoliko razlikujejo. Bistvena razlika je v debelini stene, ki je 
pri sporah iz tekočih gojišč nekoliko tanjša (Glazebrook in sod., 1990) ter v manj 
organizirani strukturi zunanjega ovoja spor iz tekočih gojišč (Rueda in sod., 2001). Spore iz 
tekočih gojišč so prav tako nekoliko bolj občutljive na tretiranja z lizocimom, kislinami in 
visoko temperaturo, vendar bolj odporne na sonikacijo (Lee in Rho, 1993). 
Prisotnost spor smo opazovali v vzorcih brozg iz končnih faz različnih bioprocesov. Na 
koncu nekaterih pilotnih bioprocesov lahko pride do iztrošenosti kulture, kar prepoznamo 
po padcu viskoznosti in s spremljanjem procesa pod mikroskopom (slika 32). Pri tem 
običajno opazimo povečevanje odstotka mrtvega micelija in krajšanje hif. Slika 32 prikazuje 
micelij iz končne faze bioprocesa, ki je pobarvan s kristal vijoličnim. Prikazana je tudi 
primerjava z zdravo kulturo, kjer se viskoznost ohranja na visokem nivoju in je prisoten 
večinoma viabilen micelij. Na slikah 33 in 34 so označene strukture za katere predvidevamo, 
da bi lahko bile spore.  
   
Slika 32: Primerjava med zdravo kulturo (levo) in micelijem v iztrošenimi kulturi (desno). Sliki sta zajeti pod 
400 x povečavo mikroskopa.  
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Slika 33: Slika micelija ob koncu bioprocesa po barvanju s kristal vijoličnim. Z rdečim krogom smo označili 
strukture, za katere predvidevamo, da bi lahko bile spore. Slika je zajeta pod 1000 x povečavo mikroskopa. 
 
 
Slika 34: Slika micelija ob koncu bioprocesa po barvanju s kristal vijoličnim. Z rdečim krogom smo označili 
strukture, za katere predvidevamo, da bi lahko bile spore. Slika je zajeta pod 1000 x povečavo mikroskopa. 
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Z namenom identifikacije spor v vzorcih iz tekočih gojišč smo se lotili postopka barvanja po 
Schaeffer – Fultonu (Schaeffer in Fulton, 1933). Za primerjavo smo pobarvali pripravljen 
mikroskopski preparat vzorca s sporami, ki smo jih postrgali s plošče in resuspendirali v 
DEMI vodi (slika 35). Pri barvanju smo uporabili barvili malahit zeleno in safranin. Malahit 
zeleno je primarno barvilo, ki spore obarva rahlo zeleno. Med postopkom barvanja smo 
fiksiran preparat z nanešenim barvilom malahit zeleno segrevali, da je lahko le to penetriralo 
v spore in jih obarvalo. Pri tem se obarvajo tudi vegetativne celice, vendar se barvilo ob 
spiranju z vodo iz njih tudi izpere. Segrevanju in spiranju primarnega barvila je sledil nanos 
kontrastnega barvila safranina, ki obarva le vegetativne celice rožnato do rdeče. Po barvanju 
smo na mikroskopskih preparatih pod mikroskopom opazili strukture, ki bi lahko bile spore 
in so se pojavljale znotraj hif in zunaj njih. Pod mikroskopom so se sporam podobne 
strukture namreč svetile in bile rahlo zelene barve, medtem ko so bile vegetativne celice 
obarvane rdeče.  
 
Slika 35: Rezultat barvanja spor postrganih s plošče s postopkom barvanja po Schaeffer – Fultonu. Svetleče 
zeleno so obarvane spore, medtem ko je vegetativni micelij rdeče barve. Slika je zajeta pod 1000 x povečavo 
mikroskopa. 
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Slika 36: Rezultat barvanja spor iz tekočega gojišča s postopkom barvanja po Schaeffer – Fultonu. Svetleče 
zeleno so obarvane spore, medtem ko je vegetativni micelij rdeče barve. Slika je zajeta pod 1000 x povečavo 
mikroskopa. 
 
 
Slika 37: Digitalna povečava slike 36. Svetleče zeleno so obarvane spore, medtem ko je vegetativni micelij 
rdeče barve.  
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Slika 38: Rezultat barvanja spor iz tekočega gojišča s postopkom barvanja po Schaeffer – Fultonu. Svetleče 
zeleno so obarvane spore, medtem ko je vegetativni micelij rdeče barve. Slika je zajeta pod 1000 x povečavo 
mikroskopa.  
 
 
Slika 39: Digitalna povečava slike 38. Svetleče zeleno so obarvane spore, medtem ko je vegetativni micelij 
rdeče barve. 
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Pri poskusih barvanja spor iz tekočih gojišč (slike 36, 37, 38 in 39) smo večinoma pridobili 
slike slabše kvalitete, verjetno že zaradi slabega stanja micelija iz končnih faz bioprocesov 
in segrevanja med barvanjem. Pod mikroskopom so bile te strukture v nasprotju z zajetimi 
slikami bolj razvidne in so svetile svetlo zeleno. Opisane strukture smo večkrat opazili pri 
različnih vzorcih in glede na opazovanja sklepali, da bi lahko šlo za primer sporulacije 
bakterije Streptomyces clavuligerus v tekočem gojišču. 
Z mikroskopskim pregledom preparatov pobarvanih po Schaeffer – Fultonu in digitalno 
slikovno analizo smo primerjali velikost struktur (površino in povprečni premer) 
pridobljenih na ploščah in v tekočih gojiščih. Rezultati meritev velikosti spor so prikazani 
obliki stolpčnega diagrama na sliki 40. 
 
Slika 40: Stolpčni diagram, ki prikazuje primerjavo površine in premera spor, pri sporah iz plošč (n=20) ter 
spor iz tekočih gojišč (n=44). Oznaka *** nakazuje na obstoj statistično pomembne razlike med vzorci, saj je 
p ≤ 0,001.  
 
V programu Microsoft Excel 2013 smo izvedli Studentov t-test za neodvisne vzorce. 
Primerjali smo ali se podatki rezultatov površine in premera med različnima skupinama 
(spore iz plošč n=20 in spore iz tekočih gojišč n=44) statistično pomembno razlikujejo. 
Izkazalo se je, da so spore iz tekočih gojišč bistveno manjše, po premeru in površini, od spor 
na ploščah. Možno je, da sta stena in zunanji ovoj, pri sporah na ploščah oziroma tistih v 
*** 
*** 
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tekočih gojiščih, različno dovzetna za barvanje z malahit zelenim in iz tega izhajajo razlike 
v velikosti. 
Z namenom dokazovanja prisotnosti spor v tekočih gojiščih, smo dodatno izvedli še poskus 
temperaturne obstojnosti spor oziroma vegetativnega micelija. Spore pri bakterijah so 
namenjene temu, da preživijo stresne pogoje okolja in so zato bolj odporne od drugih celic 
na razne dejavnike, kot je npr. izredno visoka ali nizka temperatura. Značilnosti spor se med 
različnimi vrstami bakterij razlikujejo. Endospore, ki jih najdemo pri bakteriji Bacillus 
subtilis so dokazano izredno odporne, tudi na temperature do 120 ºC. Medtem so pri 
streptomicetah spore sicer bolj odporne od vegetativnih celic, vendar bistveno manj od 
endospor pri Bacillus subtilis (Hopwood, 2007: 142-143). 
Testirali smo vzorce iztrošenih kultur iz končnih faz pilotnih bioprocesov. Pri tem smo kot 
negativno kontrolo uporabili vzorec vegetativne faze rasti bakterije Streptomyces 
clavuligerus, kjer spor nismo pričakovali ter za pozitivno kontrolo spore iz plošče, ki smo 
jih resuspendirali v sterilni DEMI vodi. Vzorce smo, kot je opisano v poglavju Metode dela, 
nacepili na petrijeve plošče z agarjem in po tednu dni opazovali prisotnost bakterijskih 
kolonij (slika 41). Glede na literaturo, naj bi pri temperaturni obdelavi vzorcev vegetativne 
celice lizirale, spore pa naj bi bile temperaturno bolj odporne in bi se iz njih kasneje morale 
razviti bakterijske kolonije (Daza in sod., 1989). Daza in sod. (1989) so poskus temperaturne 
obstojnosti spor iz tekočih gojiščih izvedli pri temperaturi 55 ºC, vendar so v našem primeru 
vegetativne celice v določeni meri te pogoje preživele (rezultati niso prikazani). Po preizkusu 
temperaturne obstojnosti vegetativnih celic in spor iz gojišč smo za testiranje izbrali 
temperaturi 65 ºC ter 68 ºC. 
Po enem tednu inkubacije smo na ploščah s temperaturno neobdelanimi vzorci lahko 
opazovali rast bakterijskih kolonij pri vseh testiranih vzorcih ter kontrolah. Pri ploščah s 
temperaturno obdelanimi vzorci pri temperaturi 65 ºC so bili rezultati pričakovani. Na 
ploščah z vegetativno fazo (negativna kontrola) nismo opazili prisotne bakterijske kulture, 
medtem ko smo na ploščah z nacepljenimi sporami iz plošč ter na ploščah z vzorčki iz 
pilotnih procesov lahko opazili bakterijske kolonije (slika 42). Pri ploščah s temperaturno 
obdelanimi vzorci pri temperaturi 68 ºC, rasti nismo opazili na nobeni izmed plošč. 
Sklepamo, da je temperatura 68 ºC za preživetje spor bakterije Streptomyces clavuligerus že 
previsoka in spore niso več temperaturno obstojne. 
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Slika 41: Prikazana je rast kulture Streptomyces clavuligerus pri temperaturno neobdelanih vzorcih po enem 
tednu inkubacije. Plošča A prikazuje vzorec iz vegetativne faze rasti, plošča B vzorec postrganih spor iz plošč 
in plošče C, D, E in F vzorce brozg iz pilotnih bioreaktorjev ob koncu bioprocesa. 
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Slika 42: Prikazana je rast kulture Streptomyces clavuligerus pri temperaturno obdelanih vzorcih pri 
temperaturi 65 ºC po enem tednu inkubacije. Plošča A prikazuje vzorec iz vegetativne faze rasti, plošča B 
vzorec postrganih spor iz plošč in plošče C, D, E in F vzorce brozg iz pilotnih bioreaktorjev ob koncu 
bioprocesa. 
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S postopkom barvanja po Schaeffer – Fultonu, z opazovanjem pod mikroskopom in 
poskusom temperaturne obstojnosti spor smo pokazali, da obstaja možnost prisotnosti spor 
v iztrošeni kulturi ob koncu submerznih bioprocesov. V literaturi poročanj o submerzni 
sporulaciji pri vrsti Streptomyces clavuligerus zaenkrat še nismo zasledili. Strukture, ki 
nastanejo v tekočih gojiščih, so bile sicer bistveno manjše od spor na trdnem gojišču. Očitno 
pa imajo, kot je značilno za spore, zadebeljeno in za Malahit zeleno manj prepustno strukturo 
celične stene, saj jih je z omenjeno metodo diferencialnega barvanja po Schaeffer – Fultonu 
možno identificirati. Kot kažejo rezultati testa odpornosti na povišano temperaturo so tudi 
bolj temperaturno obstojne kot vegetativne celice.  
Kot je bilo že omenjeno, v zadnjem delu bioprocesa pri iztrošenih kulturah pride do 
bistvenega padca v viskoznosti in do fragmentacije hif. Poleg tega smo pokazali na možno 
sporulacijo pri submerznih kulturah Streptomyces clavuligerus. Tako obstaja verjetnost, da 
je razvoj streptomicet v tekočih gojiščih bioreaktorjev, bistveno bolj podoben razvoju 
streptomicet na trdnih gojiščih, kot je trenutno poznano. 
4.2.3 Primerjava morfologije v bioreaktorjih pilotnega in industrijskega merila 
 
Primerjali smo morfologijo bakterije Streptomyces clavuligerus v bioreaktorjih pilotnega in 
industrijskega merila ter pri različnih geometrijah in konfiguracijah mešal. V različnih 
časovnih točkah bioprocesa smo pri dveh različnih pilotnih bioreaktorjih in enemu na 
industrijskem merilu analizirali dolžino hif, debelino hif, razvejanost in viabilnost micelija. 
Digitalna analiza zajetih slik je bila izvedena s programom Image-pro Premier 9.2. 
4.2.3.1 Rezultati analize dolžine hif 
 
S programom GraphPad Prism 7 smo z analizo enosmerne variance ANOVA testirali ali se 
dolžina hif med vzorci različnih bioreaktorjev statistično pomembno razlikuje. Analizi 
ANOVA je sledil Tukey test s katerim smo določili med katerimi skupinami obstajajo 
razlike.  
 
Panel A na sliki 43 prikazuje povprečja dolžine hif ter standardno napako povprečja SEM 
za posamezen PON. Panel B natančneje prikazuje porazdelitev podatkov dolžine hif in 
morebitno prisotnost statistično značilne razlike med različnimi bioreaktorji na pilotnem in 
na industrijskem merilu, kar je prikazano v obliki zvezdic. 
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Slika 43: Na panelu A so prikazana povprečja dolžine hif s SEM pri določenem PON-u za pilotna bioreaktorja 
A in B ter industrijski bioreaktor C. Panel B natančneje prikazuje porazdelitev podatkov dolžine hif, med 
različnimi bioreaktorji, v obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev se nahaja 95 % vseh vrednosti, vodoravne 
črte predstavljajo kvartile (25 %). Prikazana je tudi mediana. Osamelci na slikiniso prikazani, saj jih je zaradi 
obsežnosti podatkov preveč. Oznaka * nakazuje na obstoj statistično pomembne razlike med vzorci. Pri tem 
velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in  **** - (p ≤ 0,0001). 
 
Pri začetnem vzorcu je razvidno, da se dolžina hif med vzorci iz treh različnih bioreaktorjev 
bistveno ne razlikuje. To dejstvo potrjuje tudi Tukey test, ki smo ga izvedli s programom 
GraphPad Prism 7. Povprečna dolžina hif pri PON 30 h je za bioreaktor A 49,0 µm ter za 
bioreaktorja B in C 56,4 µm. Pri preostalih časovnih točkah obstajajo statistično značilne 
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razlike v dolžini hif. Pri vzorcih iz bioreaktorjev A, B in C skozi proces prihaja do krajšanja 
dolžine hif. Najnižje vrednosti dolžine hif lahko opazimo pri vzorcih na industrijski skali, 
medtem ko so vrednosti na pilotni skali pri obeh pilotnih bioreaktorjih višje. Najdaljše hife 
smo opazili pri pilotnem bioreaktorju B, ki naj bi bil po geometriji in konfiguraciji mešal 
podoben industrijskemu bioreaktorju C, vendar je kar se tiče dolžine hif v testiranih kulturah 
med njima bistvena in statistično značilna razlika. Da so hife daljše pri bioreaktorju B v 
primerjavi z A je pričakovano, saj reaktor A obratuje pri višjih obratih in večjemu vnosu 
moči, kar tudi sledeč po literaturi vpliva na morfologijo. V preteklosti so namreč že pokazali, 
da pri večjem vnosu moči na enoto biomase in večji hitrosti mešanja pride do nastanka 
krajših, debelejših in bolj razvejanih hif (Metz in sod., 1981, cit. po Colin in sod., 2013). 
Poleg tega, v manjših bioreaktorjih ob zelo intenzivnem mešanju, na hife delujejo močne 
strižne sile, kar lahko vodi v fragmentacijo in hife krajših dolžin (Pinto in sod., 2004). Pri 
bioreaktorju C bi pričakovali bolj primerljive vrednosti z bioreaktorjem B. Tukaj kot kaže 
vlogo igrajo poleg geometrije in konfiguracije mešal še drugi faktorji v »scale-up«, ki jih ne 
poznamo. 
4.2.3.2 Rezultati analize debeline hif 
 
V programu GraphPad Prism 7, smo z analizo enosmerne variance ANOVA, testirali ali se 
debelina hif med vzorci različnih bioreaktorjev statistično pomembno razlikuje. Analizi 
ANOVA je sledil Tukey test s katerim smo določili med katerimi skupinami obstajajo 
razlike.  
Panel A na sliki 44 prikazuje povprečja debeline hif ter standardno napako povprečja SEM 
pri določenem PON-u. Panel B natančneje prikazuje porazdelitev podatkov debeline hif in 
prisotnost statistično značilne razlike med različnimi bioreaktorji pilotnega in industrijskega 
merila, kar je prikazano v obliki zvezdic.  
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Slika 44: Na panelu A so prikazana povprečja debeline hif s SEM pri določenem PON-u za pilotna bioreaktorja 
A in B ter industrijski bioreaktor C. Panel B natančneje prikazuje porazdelitev podatkov debeline hif, med 
različnimi bioreaktorji, v obliki okvirjev z ročaji. Znotraj ročajev se nahaja 95 % vseh vrednosti, vodoravne 
črte predstavljajo kvartile (25 %). Prikazana je tudi mediana. Osamelci na sliki niso prikazani, saj jih je zaradi 
obsežnosti podatkov preveč. Oznaka * nakazuje na obstoj statistično pomembne razlike med vzorci. Pri tem 
velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in  **** - (p ≤ 0,0001). 
 
Podobno kot pri analizi dolžine, tudi pri analizi debeline hif v začetnem delu procesa pri 
PON 30 h statistično pomembne razlike med vzorci ne obstajajo. Povprečne vrednosti 
debeline hif so bile v začetnem delu bioprocesa med 1,19 µm in 1,25 µm. Kasneje je prišlo 
do povečanja razlik v debelini hif, razlika je najbolj opazna pri zadnjih testiranih PON-ih. 
Nasprotno od meritev dolžine hif smo pri vzorcih bioreaktorja C industrijskega merila v 
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primerjavi s pilotnima bioreaktorjema izmerili najvišje vrednosti in najvišji porast v debelini 
hif. Med bioreaktorjema A in B na pilotnem merilu razlik večinoma ni razen pri PON 110 
h, kjer je razlika sicer statistično značilna, vendar ne moremo govoriti o biološko pomembni 
razliki, saj smo jo opazili le pri eni časovni točki.  
Debelina micelija pri bakterijah iz rodu Streptomyces v osnovi lahko kaže na stanje 
bakterijske kulture, saj se v začetnih fazah fiziološke celične smrti micelij prične tanjšati (se 
skrči) (Miguelez in sod., 2000). Pri bioreaktorjih A in B je prišlo do stanjšanja debeline hif 
okoli PON-a 78 h, kar lahko nakazuje na določeno spremembo v fiziološkem stanju, ki je 
trenutno ne poznamo. Naraščanje debeline hif v bioreaktorju C bi lahko bilo povezano s 
pogoji v bioreaktorju, ki očitno favorizirajo predstavljeno morfologijo z debelejšimi, 
krajšimi in manj razvejanimi hifami (glej poglavji 4.2.3.1 in 4.2.3.3).  
4.2.3.3 Rezultati analize razvejanosti micelija 
 
V programu Microsoft Excel 2013 smo izvedli Studentov t-test za neodvisne vzorce 
(preglednica 4) in pri tem primerjali ali se podatki analiz razvejanosti med različnimi 
bioreaktorji statistično pomembno razlikujejo. Rezultate smo prikazali na sliki 45. Panel A 
tako prikazuje število konic na hifo povprečne dolžine. Panel B prikazuje izračunano rastno 
enoto hif HGU, ki nam podaja informacijo o povprečnih dolžinah hif med apikalnimi deli 
filamentov. Rezultati so prikazani v obliki povprečja in SD. V preglednici 5 smo z 
zvezdicami označili prisotnost statistično pomembne razlike v razvejanosti med različnimi 
bioreaktorji pilotskega in industrijskega merila. Pri tem velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), 
*** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). 
Preglednica 4: Rezultati Studentovega t-testa za razvejanost 
PON (h) Bioreaktor A in B Bioreaktor A in C Bioreaktor B in C 
30 0,03* 0,43 0,01** 
54 0,48 1,09 x 10-8**** 9,99 x 10-6**** 
78 0,72 1,07 x 10-4**** 0,01** 
102 4,00 x 10-5 **** 1,29 x 10-5 **** 0,76 
110 2,06 x 10-10 **** 7,92 x 10-13 **** 0,03* 
 
Med kulturami v različnih bioreaktorjih obstajajo statistično pomembne razlike v 
razvejanosti. Razvejanost micelija je manjša v bioreaktorju C na industrijskem merilu, 
medtem ko je v bioreaktorjih A in B na pilotni skali razvejanost primerljiva. Pri pilotnem 
bioreaktorju A pride ob PON 110 h do močnega porasta v številu konic na povprečno hifo, 
vendar pri tem predvidevamo, da k rezultatu prispevajo predvsem močno potrgane hife, ki 
se pojavljajo kot posledica fragmentacije in trganja hif. Kot je že bilo omenjeno, rezultati pri 
takšnem vzorcu ne kažejo realne stopnje razvejanosti. Pri analizi dolžine, pojav 
fragmentacije ni bistveno vplival na rezultate, saj smo z namenom izračuna povprečne 
dolžine glavnih hif, najkrajše (krajše od 20 µm) pred analizo izključili. Na pojav 
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fragmentacije lahko vpliva visoka stopnja razvejanosti, ki je prisotna pred fragmentacijo. 
Višja razvejanost namreč pomeni prisotnost večjega števila septiranih hif, zaradi česar so 
hife šibkejše in manj odporne na sile v bioreaktorju (Celler in sod., 2012).   
 
Slika 45: Na panelu A so prikazana povprečja razvejanosti micelija (št. konic/povprečno hifo) s SD pri 
določenem PON-u za pilotna bioreaktorja A in B ter industrijski bioreaktor C. Panel B prikazuje rastno enoto 
hif (HGU) s SD. Oznaka * nakazuje na obstoj statistično pomembne razlike med vzorci. Pri tem velja * - (p ≤ 
0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). 
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Visoke vrednosti HGU nakazujejo na daljšo dolžino hife med dvema apikalnima deloma na 
filamentu, kar posledično pomeni manjše število apikalnih delov na celotni micelijski 
strukturi. Medtem nižje vrednosti HGU opisujejo micelijsko strukturo s krajšo dolžino hife 
med dvema apikalnima deloma in posledično prisotnost večje količine apikalnih konic. 
Vrednost HGU nam tako daje informacijo o spremembah razvejanosti micelija. HGU se 
običajno računa za posamezne micelijske skupke ali pelete. Takšna analiza bi v programu 
Image-pro Premier 9.2 od nas zahtevala ogromno ročnega dela, kar pri rutinskem 
spremljanju bioprocesov v proizvodnji klavulanske kisline ni zaželeno. Tako smo naredili 
oceno HGU in vrednost izračunali glede na vidno polje posameznega preparata. Uporabili 
smo podatke o celotni dolžini hif in številu konic na posameznem vidnem polju 
mikroskopskega preparata.  
Iz slike 45 vidimo, da se s potekom bioprocesa vrednost HGU znižuje, kar je posebej jasno 
v primeru industrijskega bioreaktorja C. Razvejanost je, glede na enačbo (1) pri 
industrijskem bioreaktorju najnižja, kljub temu, da med procesom pride do bistvenega 
zvišanja števila apikalnih delov, na kar nakazuje vrednost HGU. Pri tem se dolžine hif med 
apikalnimi deli skrajšajo in posledično je prisotnih več apikalnih konic na isto količino 
biomase. Pri pilotnih bioreaktorjih je razlika v padcu HGU manjša oz. se ne spreminja. 
Razvejanost med bioprocesom je v povprečju višja od bioreaktorja C. Najvišja vrednost 
HGU se ohranja pri pilotskem bioreaktorju B. Pri slednjem so, kot smo že pokazali, prisotne 
najdaljše hife kar je v skladu s tem, da visoke vrednosti HGU nakazujejo na daljše filamente 
med apikalnimi deli. V tem primeru je torej za podporo rastočemu apikalnemu delu, potrebna 
daljša hifa. Glede na literaturo, naj bi bila pri konstantni vrednosti HGU, tako frekvenca 
razvejanosti kot tudi stopnja podaljševanja filamentov sorazmerna specifični rasti mikrobne 
biomase (Caldwell in Trinci, 1973, cit. po Celler in sod., 2012; Nielsen in Villadsen, 1992, 
cit. po Celler in sod., 2012). 
4.2.3.4 Rezultati analize viabilnosti micelija 
 
Viabilnost micelija smo določili iz analize površine živega in mrtvega micelija. Slika 46 
prikazuje rezultate analiz viabilnosti micelija in primerjavo procesov na pilotnem in 
industrijskem merilu. 
Prazne regije hif (mrtve celice) so se sprva pojavljale na konicah filamentov, kasneje so se 
razširile tudi v notranjost. Podobno navajajo tudi Pons in sod. (1998). 
V programu Microsoft Excel smo izvedli Studentov t-test. Rezultati so prikazani v 
preglednici, poleg tega so na sliki označene statistično pomembne razlike v obliki zvezdic. 
Pri tem velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001) in **** - (p ≤ 0,0001). 
 
64 
Slakan A. Optimizacija … mikroskopsko kvantifikacijo morfoloških značilnosti … Streptomyces. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Slika 46: Rezultati analize viabilnosti hif s povprečjem in SD pri pilotnih bioreaktorjih A in B ter industrijskem 
bioreaktorju C. Pri tem velja * - (p ≤ 0,05), ** - (p ≤ 0,01), *** - (p ≤ 0,001)  
in **** - (p ≤ 0,0001). 
 
Preglednica 5: Rezultati Studentovega t-testa za viabilnost 
PON (h) Bioreaktor A in B Bioreaktor A in C Bioreaktor B in C 
30 0,86 0,062 0,01* 
54 1,27 x 10-4**** 4,05 x 10-10**** 6,65 x 10-4**** 
78 2,86 x 10-3** 1,67 x 10-11**** 8,67 x 10-3** 
102 2,75 x 10-4**** 4,01 x 10-4**** 3,69 x 10-6**** 
110 4,31 x 10-10**** 4,01 x 10-4**** 3,69 x 10-6**** 
 
Rezultati t-testa kažejo, da med bioreaktorji prihaja do razlik v viabilnosti kulture. Na 
začetku bioprocesa ni opazna bistvena razlika v viabilnosti, saj je v vseh primerih viabilnost 
še visoka. Kasneje med potekom procesa se višja viabilnost ohranja predvsem na industrijski 
skali. Visoka viabilnost se ohranja tudi v pilotnem bioreaktorju, ki je po velikosti in 
konfiguraciji mešal podoben bioreaktorjem na industrijskem nivoju. Nekoliko nižjo 
viabilnost lahko opazimo pri standardnem pilotnem bioreaktorju. Vrednosti viabilnosti med 
procesom z upoštevanjem SD (primerjamo vrednosti pri PON 30 h in PON 110 h), padejo 
pri pilotnem bioreaktorju A iz 86,9 % na 56,0 %, pri pilotnem bioreaktorju B iz 87,8 % na 
70,2 % ter pri industrijskem bioreaktorju C iz 92,9 % na 59,8 %. 
Iz rezultatov analiz in mikroskopskega pregleda pripravljenih preparatov je razvidno, da 
lahko v kulturi ostaja večja količina mrtvega micelija, kar pri meritvah viskoznosti pogosto 
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daje napačne rezultate glede biomase v bioreaktorju. Viskoznost je namreč v našem primeru 
indirektna mera za biomaso. Rezultate viskoznosti lahko z uporabo enačbe 4 popravimo 
glede na analizo viabilnosti micelija in tako pridobimo bolj realno oceno o živi biomasi (slika 
47). Poznano je, da mrtve hife nudijo strukturno oporo ostalim hifam v kulturi (Miguelez in 
sod., 1999), vendar ni znano kako te hife vplivajo na viskoznost. Tako zaradi pomanjkanja 
podatkov predpostavljamo, da mrtve hife doprinesejo k viskoznosti v enaki meri kot žive, 
kar verjetno ne predstavlja povsem realnega stanja. 
 
Slika 47: Prikazana je viskoznost z ozirom na analizo viabilnosti pri pilotnih bioreaktorjih A in B ter 
industrijskem bioreaktorju C. Na sliki so prikazana povprečja meritev in SD. Prekinjene krivulje prikazujejo 
izvorne meritve viskoznosti vzorcev z viskozimetrom, medtem ko smo s polnimi krivuljami prikazali 
preračunane vrednosti viskoznosti glede na viabilnost hif. Pri tem predpostavljamo, da mrtve hife v enaki meri 
doprinesejo k viskoznosti kot žive. 
 
4.2.4 Korelacija morfologije in specifične produktivnosti 
 
Namen vzpostavitve metode mikroskopske kvantifikacije morfologije pri bakterijah iz rodu 
Streptomyces je bil, poleg ovrednotenja morfoloških parametrov rasti in razvoja, povezati 
morfologijo bakterij s stopnjo produkcije ciljne učinkovine – klavulanske kisline. Iz 
podatkov, ki smo jih imeli na voljo smo poskušali sklepati o morebitnih povezavah med 
posameznimi morfološkimi parametri in specifično produktivnostjo kulture na pilotnem in 
industrijskem nivoju. Številni avtorji navajajo povezave med produktivnostjo v bioprocesu 
in morfologijo filamentoznih organizmov (Manteca in sod., 2008, Saudagar in sod., 2008). 
Proizvodnja sekundarnih metabolitov je lahko odvisna neposredno ali posredno od 
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morfologije, saj morfološke spremembe vplivajo tudi na reologijo, mešanje in masni pretok 
v bioreaktorju. Te spremenljivke dalje vplivajo na proizvodnjo učinkovine (Sebastiene in 
sod., 1999; Saudagar in sod., 2008). 
Najprej smo se lotili izračuna specifične produktivnosti. Pri izračunu smo uporabili enačbo 
(5) in vanjo vstavili podatke meritev s HPLC ter meritev količine viabilne biomase z Aber 
Futura Biomass Monitoring sistemom, ki detektira samo bakterijske celice z intaktno celično 
membrano. Izračunano specifično produktivnost smo primerjali z različnimi morfološkimi 
parametri kot so debelina, dolžina in razvejanost. Na voljo nismo imeli dovolj podatkov za 
specifično produktivnost, saj se biomasa s sistemom Aber Futura Biomass Monitoring ne 
spremlja rutinsko in tako je podatkov vključenih v to analizo premalo, da bi lahko z 
gotovostjo trdili, da morfologija in specifična produktivnost korelirata oziroma ne korelirata. 
Rezultate tako upoštevamo kot kazalnike na morebitne povezave med morfološkimi 
parametri in specifično produktivnostjo.  
4.2.4.1 Povezava debeline hif s specifično produktivnostjo kulture 
 
Slika 48 prikazuje povezavo med povprečno debelino micelija in specifično produktivnostjo 
v bioreaktorju na pilotnem in industrijskem nivoju proizvodnje klavulanske kisline. 
Rezultati kažejo, da ne obstaja vidna korelacija med parametri. Tudi v literaturi nismo našli 
podatkov, ki bi potrjevali povezavo med debelino hif in specifično produktivnostjo. 
 
Slika 48: Povezava med povprečno debelino micelija in specifično produktivnostjo kulture pri bioprocesih na 
pilotnem (bioreaktor B) in na industrijskem nivoju (bioreaktor D).    
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4.2.4.2 Povezava dolžine hif s specifično produktivnostjo kulture 
 
Slika 49 prikazuje korelacijo med povprečno dolžino hif in specifično produktivnostjo 
proizvodnje klavulanske kisline. Rezultati nakazujejo na povezavo med spremenljivkama, 
kar prikazuje linearna regresijska premica (R2=0,81). Na pilotnem in industrijskem nivoju 
proizvodnje klavulanske kisline se tekom procesa dolžina hif zmanjšuje, medtem ko 
specifična produktivnost proti koncu bioprocesa narašča. Podobno so pokazali Pinto in sod. 
(2004), ki so prav tako spremljali morfologijo bakterije Streptomyces clavuligerus na 
pilotnem in industrijskem nivoju in jo poskušali povezati s produkcijo učinkovine. Pri njih 
je v procesu sprva prišlo do podaljševanja dolžine in povečanja površine hif, z začetkom 
produkcijske faze so opazili krajše in površinsko manjše hife. Maksimalno produktivnost so 
izmerili tik pred vrhom v viskoznosti. Iz pridobljenih rezultatov sklepajo, da je povečanje 
produktivnosti, tako na pilotnem kot na industrijskem nivoju, povezano s krajšanjem dolžine 
oziroma zmanjševanjem površine pri hifah.  
Sicer nam manjkajo podatki o dolžini hif do PON 30 h, vendar sklepamo, da v prvem delu 
bioprocesa prihaja do podaljševanja dolžine hif. Kasneje, kot smo pokazali, dolžina upada. 
Padec v dolžini je pri tem konstanten, vendar je proti koncu bioprocesa lahko tudi posledica 
fragmentacije hif. 
 
Slika 49: Povezava med povprečno dolžino hif in specifično produktivnostjo kulture pri bioprocesih na 
pilotnem (bioreaktor B) in na industrijskem (bioreaktor D) nivoju. Prikazana je premica linearne regresije 
(R2=0,81).  
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4.2.4.3 Povezava razvejanosti micelija s specifično produktivnostjo kulture 
 
Sliki 50 in 51 prikazujeta povezavo med razvejanostjo micelija in specifično produktivnostjo 
na pilotnem in industrijskem nivoju proizvodnje klavulanske kisline.  
Sprva smo specifično produktivnost poskušali povezati z razvejanostjo izračunano po enačbi 
(1), kjer smo računali število konic na posamezno hifo. Pri tem vidnih povezav med 
spremenljivkama nismo odkrili, zato smo primerjali še vrednosti HGU in specifične 
produktivnosti. Odkrili smo, da med njima obstaja povezava, na kar nakazuje premica 
linearne regresije (R2=0,83).  
Vrednost HGU izračunana po enačbi (2) se med procesom znižuje, kar pomeni, da na skupno 
dolžino micelija narašča število apikalnih delov in konic. Hkrati s povečano stopnjo 
razvejanosti glede na izračun HGU, narašča tudi specifična produktivnost pri bakteriji 
Streptomyces clavuligerus. Povečanje števila prisotnih konic očitno vpliva na povečano 
sintezo klavulanske kisline. Na to dejstvo sklepamo tudi iz literature, saj naj bi imela ključen 
vpliv na produkcijo sekundarnih metabolitov predvsem apikalni in subapikalni del hife. 
Posamezno hifo lahko namreč razdelimo na apikalni del (poteka od konice hife do prve 
prečne stene v hifi), subapikalni del (sledi takoj za apikalnim delom) in preostali notranji del 
hife. Medtem ko notranji del, ki se nahaja najdlje od konice hife, ne sodeluje aktivno pri 
proizvodnji sekundarnih metabolitov, naj bi bila predvsem apikalni in subapikalni del 
udeležena v asimilacijo substrata, rast hife in proizvodnjo sekundarnih metabolitov (Giudici 
in sod., 2004). 
 
Slika 50: Povezava med razvejanostjo in specifično produktivnostjo kulture pri bioprocesih na pilotnem 
(bioreaktor B) in na industrijskem merilu (bioreaktor D).  
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Slika 51: Povezava med HGU in specifično produktivnostjo kulture pri bioprocesih na pilotnem (bioreaktor B) 
in na industrijskem (bioreaktor D) merilu. Prikazana je premica linearne regresije (R2=0,83). 
 
Rezultati, ki smo ji pridobili s primerjavo dolžine, debeline oziroma razvejanosti micelija s 
specifično produktivnostjo, kažejo na določeno mero povezanosti med spremenljivkami. 
Kljub temu, podatki izhajajo iz različnih časovnih točk in s tem rastnih faz bioprocesov in je 
tako možno, da je korelacija naključna. Lahko je posledica tega, da s staranjem kulture 
narašča specifična produktivnost ter da se morfologija spreminja po času. Da bi lahko z 
gotovostjo potrdili povezave med spremenljivkami, bi morali imeti bistveno več podatkov 
iz iste faze rasti (stacionarne faze), poleg tega bi morali med seboj primerjati več poskusov 
z različno specifično produktivnostjo in različnimi morfološkimi parametri. 
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5 SKLEPI 
 
Vzpostavili in optimizirali smo metodo, ki je enostavna za izvedbo in primerna za rutinsko 
spremljanje morfologije kulture Streptomyces clavuligerus pri proizvodnji klavulanske 
kisline na pilotnem in na industrijskem nivoju. 
Potrdili smo prvo hipotezo, saj smo pokazali, da način priprave mikroskopskih preparatov 
in način analize morfoloških parametrov bistveno vplivata na rezultate:  
 Pri pripravi mikroskopskih preparatov je ključnega pomena ažurna priprava 
preparatov iz primernih redčitev, ki jih pripravljamo v večjih volumnih, s pipetnimi 
nastavki namenjenimi večjim volumnom in nežnim mešanjem.  
 Barvilo kristal vijolično je primerno za barvanje mikroskopskih preparatov, saj 
obarva bakterijske celice tako, da je sledeča slikovna analiza različnih morfoloških 
parametrov enostavna ter poleg tega omogoča razlikovanje med živimi in mrtvimi 
hifami na miceliju.  
 Za primerljive analize med različnimi vzorci je nujna uporaba slik z enako oziroma 
čim bolj podobno osvetlitvijo in kontrastom, ter enakimi vrednostmi parametrov pri 
uporabi različnih orodij v programu Image-pro Premier 9.2. 
 Pred analizo dolžine hif je nujna odstranitev hif, ki se dotikajo mej na zajeti sliki, v 
nasprotnem primeru bi bila izračunana povprečna dolžina hife napačna. 
 
 Za najbolj optimalno analizo debeline hif odstranimo vrednosti debeline nad 2 µm, 
saj višje vrednosti pripadajo artefaktom in zlepljenim hifam. 
 
 Pri analizi debeline hif je ključna uporaba »Smart Mask«, saj so le z uporabo vedno 
enake vrednosti upragovljenja (»Threshold 93«), analize med seboj primerljive. 
 
 Pri analizi razvejanosti micelija moramo število konic preračunati na skupno dolžino 
hif in upoštevati tudi povprečno dolžino hif. 
 
Potrdili smo drugo hipotezo, saj so med kulturami na različnih skalah prisotne poglavitne 
razlike v morfologiji: 
 Med rastjo in razvojem kulture seva Streptomyces clavuligerus v laboratorijskih 
gojitvenih steklenicah se pod določenimi pogoji lahko pojavlja peletasta rast, kjer 
verjetno prihaja do procesov diferenciacije. 
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 Pri standardnem 0,25 m3 pilotnem bioreaktorju A, ki obratuje pri višjih obratih in 
večjem vnosu moči, smo odkrili, da so hife v povprečju kratke in tanke. Proti koncu 
bioprocesa prihaja do fragmentacije hif. 
 V pilotnem 0,25 m3 bioreaktorju B, ki je po geometriji in konfiguraciji mešal 
podoben industrijskemu bioreaktorju, smo opazili daljše in bolj viabilne hife v 
primerjavi s standardnim pilotnim bioreaktorjem. V drugih morfoloških značilnostih 
se bioreaktor B bistveno ne razlikuje od standardnega pilotnega bioreaktorja.  
 V 90 m3 industrijskem bioreaktorju C smo opazovali hife, ki so bistveno krajše, 
vendar tudi debelejše, manj razvejane in viabilnejše v primerjavi s pilotnima 
bioreaktorjema. 
 V tekočih gojiščih pilotnega merila, pri izrabljenih kulturah obstaja možnost 
sporulacije. Spore iz tekočih gojišč so v primerjavi s sporami na ploščah po velikosti 
(površina in povprečni premer) bistveno manjše, barvajo se po Schaeffer – Fultonu 
pozitivno za spore ter so temperaturno obstojnejše kot vegetativne celice. 
Analize povezave morfologije in specifične produktivnosti klavulanske kisline nakazujejo, 
da povezava obstaja, vendar zaradi omejenega števila podatkov, tretje hipoteze ne moremo 
z gotovostjo potrditi.  
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6 POVZETEK 
 
Glavni namen magistrskega dela je bil vzpostavitev in optimizacija metode mikroskopske 
kvantifikacije morfologije pri bakterijah iz rodu Streptomyces ter aplikacija metode v realno 
delovno okolje proizvodnje klavulanske kisline. 
Streptomicete so filamentozni mikroorganizmi s kompleksnim razvojnim ciklom in velikim 
biosinteznim potencialom, zaradi katerega so na biotehnološkem področju zelo cenjeni. 
Morfološke značilnosti streptomicet, naj bi bile glede na literaturo povezane s sintezo 
sekundarnih metabolitov. Spremljanje morfologije med bioprocesom je zato izrednega 
pomena. Kljub digitalnemu razvoju v zadnjih letih, predstavlja analiza kompleksnih 
morfoloških struktur filamentoznih organizmov še vedno velik izziv.  
V magistrskem delu smo vzpostavili metodo digitalne slikovne analize v programu Image-
pro Premier 9.2 (Media Cybernetics, 2016), ki je enostavna za izvedbo, poceni in omogoča 
analizo večjega števila vzorcev pri rutinskem spremljanju bioprocesov v proizvodnji na 
pilotnem in na industrijskem merilu. Omenjeni program omogoča zajemanje, obdelavo slik 
in izluščenje za nas pomembnih informacij iz slik. Reševanja izziva avtomatizacije smo se 
lotili z vpeljavo dodatka »Fiber Separation« in uporabo makrov pri analizah. Kljub temu je 
bilo za pridobitev zanesljivih rezultatov iz slik, še vedno potrebno nekaj ročne obdelave. 
Tehnika barvanja s kristal vijoličnim nam je omogočila razlikovanje med živimi celicami z 
intaktno celično steno ter mrtvimi celicami brez celične vsebine. Na nivoju laboratorijskih 
gojitvenih steklenic smo spremljali rast peletov iz spor ter pojav procesa diferenciacije. Pri 
iztrošenih kulturah v tekočih gojiščih pilotnega merila smo spremljali pojav sporam 
podobnih struktur, ki smo jih poskušali potrditi z diferencialnim barvanjem in testom 
temperaturne obstojnosti. Prav tako smo v tekočih gojiščih na pilotnem in industrijskem 
nivoju analizirali različne morfološke parametre ter nato preverjali morebitno povezavo med 
morfološkimi značilnostmi in specifično produktivnostjo v proizvodnji klavulanske kisline.  
Dolžina, debelina, razvejanost in viabilnost micelija kulture Streptomyces clavuligerus se 
med procesom proizvodnje klavulanske kisline spreminjajo. V bioreaktorju industrijskega 
merila za proizvodnjo klavulanske kisline, je med razvojem streptomicet prišlo do 
skrajševanja dolžine hif in njihove zadebelitve. Poleg tega se je razvejanost micelija v 
bioreaktorju le malo povečala, medtem ko je bila viabilnost na pretežno visokem nivoju. V 
nasprotju s temi ugotovitvami smo v pilotnem bioreaktorju, ki je sicer po geometriji in 
konfiguraciji mešal podoben industrijskemu, opazili bistveno daljše in tanjše hife z manjšo 
stopnjo viabilnosti, vendar vseeno bistveno višjo kot v standardnem pilotnem bioreaktorju. 
V 0,25 m3 standardnem pilotnem bioreaktorju so bile prisotne kratke, tanke in razvejane hife, 
ki so proti koncu bioprocesa fragmentirale, kar je lahko posledica višjega vnosa moči v 
bioreaktor in intenzivnega mešanja.  
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Rezultati analiz različnih morfoloških parametrov in specifične produktivnosti kažejo na to, 
da je morfologija bakterije Streptomyces clavuligerus povezana s produkcijo učinkovine. Pri 
tem lahko izpostavimo predvsem korelacijo dolžine hif in HGU, ki je mera za razvejanost 
micelija, s produktivnostjo v procesu. Za potrditev povezav med morfologijo in specifično 
produktivnostjo kulture streptomicet ter bolj specifične zaključke, bi bilo v prihodnosti 
potrebno izvesti več poskusov in pridobiti večjo količino podatkov. 
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PRILOGA A 
 
Pregled objavljenih metod, ki so ključne za razvoj slikovne analize filamentoznih organizmov 
Preučevani organizem Prispevek metode Morebitne omejitve metode Referenca 
Penicillium chrysogenum 
Eden izmed prvih poskusov slikovne analize filamentoznih organizmov. 
Povečane fotografije micelija so prikazali v obliki grafične tabele, kjer 
so ročno določili x in y koordinate. Program je nato izračunal dolžino 
med ročno določenimi koordinatami. Analizirani morfološki parametri: 
dolžina glavne hife, skupna dolžina vseh hif in HGU (rastna enota hif). 
Metoda je bila zamudna. Potrebno je bilo veliko 
ročnega dela, kar je omogočalo pregled le majhnega 
dela populacije. Metodo bi bilo težko avtomatizirati 
in kot takšno nemogoče uporabljati pri rutinskem 
delu. Micelijskih skupkov zaradi kompleksnosti niso 
analizirali. 
(Metz in sod., 1981, cit. 
po Barry in Williams, 
2011; van Suijdam in 
Metz, 1981, cit. po Barry 
in Williams, 2011) 
 
Streptomyces clavuligerus 
 
Prvi večji napredek na področju analize filamentoznih 
mikroorganizmov. Omogočal je polavtomatsko analizo podobnih 
elementov kot pri analizi, ki so jo opravili Metz in sod. ter van Suijdam 
in Metz v 1981. Uporabili so mikroskop, kamero in računalnik. Program 
je omogočal ostrenje slike, segmentacijo ozadja in objektov ter 
skeletonizacijo (odstranitev pikslov na binarni sliki, dokler ne ostane 
samo ogrodje micelija širine enega piksla). Analiza je bila hitrejša in 
natančnejša, poleg tega je pri tem tipu analize variabilnost med 
laboratoriji zmanjšana. 
 
Še vedno je bila potrebna ročna obdelava 
(eliminacija artefaktov, ločevanje glavne hife od 
ostalih hif, izbira elementov za analizo). Po 
današnjih standardih je bil čas potreben za analizo 
enega elementa še vedno predolg. Analiza zelo 
kompleksnih micelijev ni bila mogoča. Prav tako ni 
bilo mogoče dolgotrajno shranjevanje fotografij, ker 
so te zasedle preveč spomina na računalniku. 
 
 
(Adams in Thomas, 1988) 
 
Streptomyces clavuligerus in 
Penicillium chrysogenum 
 
Packer in Thomas sta leta 1990 predstavila popolnoma avtomatsko 
analizo. Analizirani parametri so bili dolžina glavne hife, število konic 
micelija in HGU. Poleg tega so bili prvič okarakterizirani in 
kvantificirani micelijski skupki. Program je potreboval ročno nastavitev 
več aplikacijsko specifičnih parametrov. Nato je program sam izvedel 
segmentacijo in skeletonizacijo. 
 
Potrebna je bila ročna nastavitev več specifičnih 
parametrov. Pokazali so, da je metoda le delno 
hitrejša od prej opisanih metod zaradi počasnega 
algoritma za skeletonizacijo – problem, ki bi ga 
lahko rešili s sodobno opremo. 
 
 
(Packer in Thomas, 1990, 
cit. po Barry in Williams, 
2011) 
 
Streptomyces clavuligerus in 
Penicillium 
chrysogenum 
 
Tucker je s sodelavci (1992) razširil delo Packer in Thomasa (1990) z 
razvojem metode, ki je omogočila natančnejšo analizo posameznih 
fragmentov in predvsem micelijskih skupkov. Analizirali so površino, 
obseg in odstotek, ki ga zavzemajo micelijski skupki na sliki. 
 
Pred analizo je bilo potrebno nastaviti določene 
aplikacijsko specifične parametre. Delci, ki so se 
pojavili na fotografiji in niso bili povezani z 
micelijem, so oteževali analizo. Dodatno 
procesiranje je podaljšalo čas obdelave ene slike. 
 
(Tucker in sod., 1992) 
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nadaljevanje preglednice iz priloge A: Pregled objavljenih metod, ki so ključne za razvoj slikovne analize filamentoznih organizmov 
Preučevani organizem Prispevek metode Morebitne omejitve metode Referenca 
Streptomyces tendae Reich in sod. (1992) so analizirali razlike med peleti in filamentoznim 
micelijem bakterije S. tendae. Pelete so opisali s povprečjem velikosti, 
njihovo obliko in frekvenco pojavljanja. Prvič so klasificirali pelete 
glede na faktor oblike. 
Določanje kriterija za razlikovanje med peleti in 
filamentoznim micelijem je bilo časovno zahtevno. 
(Reichl in sod., 1992, cit. 
po Papagianni, 2014) 
Aspergillus niger 
 
Z avtomatizirano metodo slikovne analize sta Cox in Thomas (1992)  
določila morfološki kriterij, ki opisuje pelete. Določila sta jedro peletov, 
njihovo obliko in velikost. 
 (Cox in Thomas, 1992, 
cit. po Papagianni, 2014) 
Aspergillus niger V študiji so preučevali vpliv pH in mešanja na produkcijo citronske 
kisline in morfologijo A. niger. Skupki filamentov plesni so bili 
okarakterizirani z obsegom, dolžino in premerom filamentov. 
Razlikovali so med glavnimi filamenti in stranskimi vejami in določili 
stopnjo razvejanja. 
Kljub razmeroma avtomatski analizi, je metoda 
vključevala ročno obdelavo, predvsem pri določanju 
območja meritev. 
(Papagianni in sod., 1994) 
Schizophyllum commune 
in 
Fomes fomentarius 
Vzpostavili so metodo klasifikacije in karakterizacije peletov z uporabo 
kriterija difuzije. Metoda je temeljila na uporabi barvila, ki se hitro 
izpere iz manj kompaktnega dela micelija, medtem ko se dlje obdrži v 
samem jedru peleta. Metoda je izredno olajšala digitalno analizo slik, ki 
je sledila barvanju. Pridobili so slike v binarni obliki in ločili objekte 
glede na njihovo kompaktnost. Na tak način so ločevali med 
micelijskimi skupki in pravimi peleti. Analizirali so različne parametre, 
kot je obseg, površina in premer peletov, debelina in površina 
filamentoznega in manj kompaktnega dela. Metoda naj bi bila priročna 
za rutinske analize. 
Pri opisani metodi so pridobili fotografije v črno beli 
tehniki, kar ni omogočalo velike natančnost pri 
razlikovanju med enim in drugim tipom micelija. V 
istem letu je raziskovalna skupina izboljšala 
natančnost s zajemanjem barvnih fotografij. 
(Durant in sod., 1994a; 
1994b) 
 
Penicillium chrysogenum Strukturna kompleksnost hif je bila prvič ocenjena z uporabo popolnoma 
avtomatske metode slikovne analize. Metoda je omogočila razlikovanje 
med celicami napolnjenimi s citoplazmatskim materialom, celicami z 
vakuolami in praznimi celicami. Njihovo delo je bilo kasneje nadgrajeno 
z dodatnimi študijami. Pridobljeni podatki so bili uporabljeni za 
postavitev modela diferenciacije hif in proizvodnje penicilina.Podobno 
sta v letu 1998 Paul in Thomas vzpostavila sistem slikovne analize 
pobarvanega micelija P. chrysogenum. Tehnika je omogočila 
kvantifikacijo preproste diferenciacije filamentozne glive in zagotovila 
orodje za povezavo med diferenciacijo in produkcijo metabolita. 
 (Paul in sod. 1992, cit. po 
Papagianni, 2014; Paul in 
sod., 1994, cit. po 
Papagianni, 2014; Paul in 
Thomas, 1996, cit. po 
Papagianni, 2014; Paul in 
Thomas, 1998, cit po. 
Papagianni, 2014) 
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nadaljevanje preglednice iz priloge A: Pregled objavljenih metod, ki so ključne za razvoj slikovne analize filamentoznih organizmov   
Preučevani organizem Prispevek metode Morebitne omejitve metode Referenca 
Aspergillus oryzae Vzpostavili so ˝on-line˝ spremljanje razvoja micelija. Ena bistvenih 
prednosti metode je zbiranje podatkov med razvojem micelija. Sistem je 
bil sestavljen iz analizatorja, kamere mikroskopa in pretočne celice 
priključene na mikroskop. 
Izredno kompleksen sistem. V namen analize je bilo 
še vedno potrebno posredovanje operaterja.   
(Spohr in sod., 1998, cit. 
po Barry in Williams, 
2011) 
Aspergillus niger Izvedli so karakterizacijo in kvantifikacijo vakuolizacije in 
fragmentacije pri fermentacijah z A. niger. Pri analizi je bil uporabljen 
svetlobni mikroskop, objekti so bili analizirani pod faznim kontrastom. 
Analizirali so obseg, premer, obliko in površino vakuol, dolžino 
filamentov, obseg micelijskih skupkov, ocenjen je bil tudi njihov 
volumen. 
Pol avtomatska metoda, ki je zahtevala nastavitev 
določenih specifičnih parametrov.  
(Papagianni in sod., 1999) 
 
Penicillium chrysogenum, 
Aspergillus oryzae, 
Aspergillus niger, Mortierella 
alpina,  
Mnogo študij je bilo izvedenih na določanju povezav med metabolno 
aktivno frakcijo micelija in produktivnostjo. Pri tem je šlo predvsem za 
povezavo uporabe različnih barvil, fluorescenčne mikroskopije in 
slikovne analize. 
 (Gull in Trinci, 1974; 
Vanhoutte in sod., 1995; 
Wongwicharn in sod., 
1999; Hamanaka in sod, 
2001) 
Mortierella 
alpina 
Za analizo peletov so uporabili fluorescenčna barvila in fluorescenčni 
mikroskop. Raziskovali so intracelularno razporeditev produktov znotraj 
peletov. S pomočjo programske opreme so izvedli tridimenzionalno 
slikovno analizo. 
 (Hamanaka in sod., 2001) 
Aspergillus oryzae Za analizo Aspergillus oryzae so uporabili slikovni analizator povezan s 
fluorescenčnim mikroskopom in monokromatsko video kamero. S 
programsko opremo so analizirali različne parametre. Za proste 
filamente hif so določili površinsko rastno enoto AHGU. Določili so 
namreč, da so meritve površine natančnejše od merjenja dolžine hif, 
večinoma zaradi napak do katerih pride ob skeletonizaciji. 
 (Müller in sod., 2003) 
Streptomyces hygroscopicus 
var. geldanus 
Izvedli so makroskopsko analizo fermentacijske brozge. Pri tem so 
uporabili poseben skener ki je omogočil pregled širšega vidnega polja 
kot mikroskop. Namesto objektnih stekelc so uporabili petrijevke. Slike 
so najprej prešle pred obdelavo. Na slike so aplicirali različne filtre. 
Sledilo je procesiranje in pridobivanje binarne slike. Pelete so opisali s 
premerom, frekvenco pojavljanja na določenem področju ter volumnom 
na mililiter raztopine.  
 (O'Cleirigh in sod., 2003) 
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Preučevani organizem Prispevek metode Morebitne omejitve metode Referenca 
Coprinopsis cinerea Analizirali so peletaste strukture Coprinopsis cinerea. Vzorce za analizo 
so nanesli na steklene ploščice, kar je zagotavljalo pregled širšega 
vidnega polja in posneli fotografije s kamero. Kompleksno analizo so 
izvedli s komercialno programsko opremo analySIS. Pelete so 
okarakterizirali s parametri kot je njihova površina, oblika, premer.. 
 
Za postavitev poskusa je bilo potrebno veliko dela. 
Za analizo je bilo potrebno nastaviti večje število 
parametrov. 
(Ruhl in Kues, 2009) 
 
Penicillium chrysogenum Uvedli so kombinacijo popolnoma avtomatizirane mikroskopije in 
analiznega postopka v programskem jeziku Matlab. Metoda omogoča 
analizo celotnega stekelca z avtomatskim skeniranjem nanešenega 
vzorca. Skeniranje omogoča zajemanje večjega števila slik, ki so kasneje 
sestavljene v celoto. Analizirali so večje število parametrov micelija v 
različnih oblikah (nerazvejane in razvejane hife, manjši in večji 
micelijski skupki, peleti). 
 
 (Posch in sod., 2012) 
Filamentozne bakterije Dias je s sodelavci (2016) predstavil metodo identifikacije filamentoznih 
bakterij iz in situ pridobljenih slik. Metoda je primerna za sprotno 
analizo pridobljenih slik, brez potrebe po barvanju ali postopkih redčenja 
vzorca. Zajemanje slike poteka med bioprocesom. Slike so bile zajete s 
pomočjo posebnega in situ mikroskopa in kamere povezane z 
računalnikom. Pri analizi so bili vedno uporabljeni enaki procesni 
parametri. 
Zahteven sistem, pri katerem je potrebna posebna 
oprema. 
(Dias in sod., 2016) 
 
